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Die Bestimmung des Reststickstoffs 
durch direkte NeBlerisation. 


Von 
Alfred Lublin. 





(Aus der medizinischen Klinik und Poliklinik zu Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9, Juli 1931.) 


Die von Folin') angegebene Methode der direkten NeBler- 
isation zur Bestimmung des Reststickstoffs im Blut bietet dem 
iiblichen Kjeldahlverfahren gegeniiber den Vorteil der Zeit- 
ersparnis, da die Destillation vermieden wird. 

Der Grund, weshalb diese Methode aber bisher nur selten 
Anwendung gefunden hat, ist offenbar der, daB nach Zusatz von 
NeBlers Reagens zum veraschten Inhalt des AufschluBkolbens 
haufig eine Triibung auftritt, die das Colorimetrieren erschwert 
oder unméglich macht. 


Mandel und Steudel?) sowie Seidel*) haben zwar zur Beseitigung 
dieser Triibung vorgeschlagen, vor dem Colorimetrieren zu zentrifugieren. 
Ebenso wenig indessen, wie wir nach Auftreten einer Triibung durch Zentri- 
fugieren eine fiir colorimetrische Zwecke hinreichende Klarung der Fliissig- 
keit erreichten, konnten wir den Eindruck gewinnen, daB eine solche Triibung 
belanglos ist, denn eine nach Zusatz von NeBlers Reagens (einer alkalischen 
Lésung von Kalium-Quecksilberjodid) entstehende Triibung diirfte doch 
dadurch bedingt sein, daB ein Teil des Doppelsalzes, das mit Ammoniak eine 
colorimetrisch verwendbare Farbreaktion eingehen soll, ausgefallen ist. 

Bei Anwendung der von Kowarski‘) angegebenen Modifikation der 
Folinschen Methode der direkten NeBlerisation wird die Entstehung einer 
Triibung dadurch vermieden oder zum mindesten praktisch ausgeschaltet, 
da die eigentliche NeBlerisation in nur 5 ccm des auf 50 ccm aufgefiillten 
veraschten Inhaltes des AufschluBkolbens ausgefiihrt wird. Dafiir aber ist 
hierbei die nach Zusatz von NeBlers Reagens entstehende Farbreaktion so 
wenig intensiv, da8 nun wieder die Colorimetrie erschwert wird. Im iibrigen 
haftet der Modifikation nach Kowarski der bekannte Nachteil der Methode 
der Hamoglobinbestimmung nach Sahli an, so daB sich mit Hilfe dieser Modi- 
fikation nach Kowarski doch nur approximative Werte, zumal auf recht 
umstandliche Weise, erzielen lassen. 


Durch systematische Untersuchungen konnten wir fest- 
stellen, daB die Triibung im wesentlichen auf einer unerwiinschten 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCI. ] 
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Reaktion des NeBlerreagens, sowohl mit dem bisher als Kataly- 
sator verwandten Kupfersulfat als auch unter besonderen Um- 
stinden mit dem zur EnteiweiBung nach Folin und Wu benutzten 
wolframsauren Natrium zuriickzufiihren ist. Aus Reagenzglas- 
versuchen geht das eindeutig hervor. 

In erster Linie allerdings macht sich das Kupfersulfat in 
dieser Weise stérend bemerkbar, und zwar gleichgiiltig, ob es 
gesondert von der Schwefelséure oder im Verbande der Saure- 
gemische mit Phosphorséure verwandt wird. 

Das wolframsaure Natrium schien nicht mit der gleichen 
RegelmaBigkeit eine Triibung nach Zusatz von NeBlers Reagens 
zu verursachen wie das Kupfersulfat. Befand sich das wolfram- 
saure Natrium in konzentrierter Lésung, so erfolgte nach Zusatz 
von NeBlers Reagens allerdings stets eine Triibung. Bei der 
Veraschung von Menschenblut, das nach Folin und Wu ent- 
eiweibt worden war, blieb die Triibung beim spiateren Zusatz 
von NeBlers Reagens jedoch meist aus. Bei der Verarbeitung 
von Kaninchenblut hingegen nahm der Inhalt des AufschluB- 
kolbens jedesmal bereits wihrend der Veraschung im Augenblick 
der Entwicklung weiBer Daimpfe von Schwefelséureanhydrid eine 
opake Farbe an und triibte sich spiter nach Zusatz von NeBlers 
Reagens stark. 

So schien es geboten, Ersatzmittel fiir das Kupfersulfat und 
tunlichst auch fiir das wolframsaure Natrium zu finden. 

An Stelle des Kupfersulfats bewahrte sich Perhydrol 
(Merck). 

Wie wir nach AbschluB unserer Untersuchungen ersehen, 
haben bereits Koch und Mc Meekin®) Wasserstoffsuperoxyd 
zum Zweck der Klaérung angewandt, allerdings nur bei der direkten 
NeBlerisation im Harn. Fir die Bestimmung im Blut ist die 
Verwendung von Wasserstoffsuperoxyd unseres Wissens_ iiber- 
raschenderweise noch nicht angegeben worden. 

Ersetzt man das Kupfersulfat durch wenige Tropfen Per- 
hydrol, so bleibt die Bréunung der Fliissigkeit aus. Die Ver- 
aschung wird aber auBerordentlich beschleunigt und ist, falls es 
sich nicht etwa um iibermaBig grobe Stickstoffmengen handelt, 
bereits beendet, sobald sich die weifen Dampfe von Schwefel- 
siureanhydrid entwickeln. Wie unten durch Beleganalysen er- 
lautert wird, wird man bei den im Blut vorkommenden Stickstoff- 
mengen eine Gesamtdauer von 5 Minuten als ausreichend be- 
trachten kénnen, wenn die zu veraschende Fliissigkeit ei Vo- 
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Jumen von etwa 6 ccm nicht wberschreitet. Da in praxi aber 
meist etwa 10 ccm Fliissigkeit verarbeitet werden, empfiehlt es 
sich 10 Minuten lang zu veraschen bzw. zu hydrolysieren. 

Das Verfahren der Enteiweibung nach Folin und Wu, das 
bekanntlich viele Vorziige vor den meisten Methoden der Ent- 
eiweiBung besitzt, haben wir nur ungern verlassen. Da aber, wie 
oben erwahnt, bei Verarbeitung von Tierblut, das nach Folin 
und Wu enteiwei8t worden ist, haufig eime Triibung eintritt, 
sobald NeBlers Reagens zum veraschten Filtrat zugesetzt wird, 
erschien es, um der Methode der direkten NefBlerisation eine 
generelle Anwendungsméglichkeit zu verschaffen, geboten, die 
EnteiweiBung des Blutes auf andere Weise vorzunehmen. 

Befriedigende Resultate ergaben dabei Versuche mit 20°/,iger 
Trichloressigsaéure (einen Teil Oxalatblut oder Serum + 2Teile 
Trichloressigsiure, aufgefillt auf das 10fache der verwandten 
Blutmenge). 

Die Moglichkeit, bei Verwendung von Trichloressigsdure nicht 
nur Serum, sondern (wie bei dem Verfahren nach Folin und 
Wu) auch Oxalatblut verarbeiten zu kdénnen, bietet die An- 
nehmlichkeit der Verwendbarkeit relativ geringer Blutmengen. 
5 cem Oxalatblut reichen voéllig aus; stehen aber nur 2 oder 1,5eem 
Oxalatblut zur Verfiigung, so ist die Analyse bei behutsamer 
Handhabung ebenfalls noch mdglich. 

Als Vergleichslésung benutzen wir nicht eine Ammonium- 
sulfatldsung, wie sie von Folin angegeben wird, sondern eine 
Harnstoffl6sung von bekanntem Gehalt, da sich uns bei der 
Titerkontrolle der Ammoniumsulfatlésung mittels des Kjeldahl- 
verfahrens Schwierigkeiten ergaben. Um bakterielle Zersetzung 
der Harnstoffstandardl6sung zu vermeiden, wurde etwas Schwefel- 
siure zugesetzt. Im Gegensatz zu der Ammoniumsulfatlésung 
mu die Harnstoffvergleichslésung allerdings ebenso wie das 
Blutfiltrat ,,verascht“‘, d.h. hydrolysiert werden. Diese Mehr- 
arbeit macht sich aber dadurch bezahlt, daB auf diese Weise alle 
den Reagenzien anhaftenden Ammoniakspuren mit erfa{t werden. 
Die Mehrarbeit ist ibrigens gering, da es sich nur darum handelt, 
eine weitere ,,Veraschung“ der Harnstoffvergleichslésung mit- 
laufen zu lassen. 

Um aber auch diejenigen Ammoniakspuren mit zu_beriick- 
sichtigen, die in der Regel in der zur EnteiweiBung benutzten 
Trichloressigsiure und im Filtrierpapier enthalten sind (quali- 


tative Probe mit NeBlers Reagens!), setzten wir jedesmal zu der 
1* 
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Harnstoffvergleichslésung auch 5 ccm eines durch ein Falten- 
filter gewonnenen ,,Filtrates einer Mischung von 10 ccm (20°/,) 
Trichloressigsiure und 40 cem destillierten Wassers. 

Als Colorimeter wurde das Modell von Duboscq verwendet, 
dessen Cuvetten rascher und leichter zu séubern sind als die sehr 
kleinen Cuvetten des Leitzschen Modells. Das Colorimeter nach 
Duboseq ist auch deshalb fiir die Stickstoffbestimmung ge- 
eigneter als das Leitzsche Modell, weil die Schichtdicke der Ver- 
gleichslésung beliebig veréndert werden kann. 

Als Lichtquelle diente teils zerstreutes Tageslicht, teils das 
Licht einer mattierten elektrischen Gliihbirne unter Verwendung 
der Milchglasscheibe zur Beleuchtung des Colorimeters. Die Ein- 
stellung des Colorimeters auf Farbgleichheit gelingt leichter bei 
Verwendung von zerstreutem Tageslicht; der Ablesungsfehler bei 
kiinstlicher Lichtquelle ist indessen unerheblich. 

Kis empfiehlt sich, sowohl die Veraschung als auch die weitere 
Verarbeitung des Blutfiltrates unter Vermeidung von Sonnen- 
bestrahlung auszufithren und méglichst bald nach Zusatz von 
NeBlers Reagens zu colorimetrieren. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


Erforderliche Reagenzien und Loésungen. 


1. Perhydrol (Merck), 

2. konzentrierte Schwefelsaure, 

3. 10°/,ige Natronlauge (durch ein gehartetes Filter filtriert), 

4. NeBlers Reagens (Merck oder Kahlbaum), 

5. Harnstoffvergleichslésung (Stammlésung und Gebrauchs- 
lésung). 


Stammldésung: 0,8572 g Urea puriss. eryst. Merck oder 
Kahlbaum werden in einem MeBkolben von 2 Liter Fassungs- 
vermégen in etwa 100 ccm destillierten Wassers gelést; nach 
Zusatz von 10 cem */3 n-Schwefelsiure Auffillen mit destilliertem 
Wasser bis zur Marke. 

Gebrauchslésung: 10ccm der Stammldésung werden in 
einem Mefbkolben von 100 ccm Fassungsvermégen mit 10 ccm 
2/, n-Schwefelsiéiure versetzt und mit destilliertem Wasser bis zur 
Marke aufgefiillt. 5 cem der Gebrauchslésung enthalten 0,1 mg 
Stickstoff. 
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Bestimmung des Reststickstoffs durch direkte NeBlerisation. 


5cem Oxalatblut oder Serum | 


+ 10ccm (20°/,) Trichloressigsiure. | 10 ccm Trichloressigsaure. 
y ~ . | 
Unter Vermeidung von Schaum- | 


bildung gut durchmischen. 





ad 50 ccm destilliertes Wasser. ad 50 ccm destilliertes Wasser. 
Durch ein trockenes Faltenfilter fil- | Durch ein trockenes Faltenfilter ,,fil- 
trieren. trieren*. 
5cem Filtrat 5 ccm ,,Filtrat** 
+-5cem Aqua destillata zur Aus- | + 5ccm Harnstoffvergleichslésung 
gleichung des Volumens (Gebrauchslésung) 
+ 3 Tropfen Perhydrol (Merck) -+ 3 Tropfen Perhydrol (Merck) 
+-]ecem_ konzentrierter Schwefel- | + 1 ccm _ konzentrierter Schwefel- 
saure saure 
-- 2 Glasperlen in einen Kjeldahl- | -+- 2 Glasperlen in einen Kjeldahl- 
kolben von nominell 100 ccm kolben von nominell 100 cem 
Fassungsvermégen, mit einer Fassungsvermégen mit einer 
Marke bei 125 ccm am Hals.*) Marke bei 125 ccm am Hals. 
10 Minuten iiber der heiBen, offenen | 10 Minuten iiber der heiBen, offenen 
Flamme eines Bunsenbrenners im Flamme eines Bunsenbrenners im 
Sieden erhalten. Sieden erhalten. 


Nach Erkalten der Lésungen zu beiden Kolben destilliertes Wasser bis 
zu %/, ihres Fassungsvermoégens, darauf nach weiterer Kiihlung unter der 
Wasserleitung nacheinander je 10 ccm (10°/,) Natronlauge und 10 ccm NeBler- 
sches Reagens (Vollpipette), worauf je nach dem Ammoniakgehalt des ver- 
aschten Blutfiltrates eine mehr oder weniger intensive Gelb- oder Braun- 
farbung auftritt. Die Lésung soll bei der Durchsicht véllig klar bleiben. 
SchlieBlich wird mit destilliertem Wasser bis zur willkirlich gewahlten 
Volummarke 125 ccm aufgefiillt. 

Nach Durchmischen des Inhaltes des Kjeldahlkolbens wird colorimetriert. 

Sollte trotz Beachtens dieser Angaben eine Triibung nach Zusatz von 
NeBlerschen Reagens auftreten, so kame als Ursache dafiir in Frage 1. ein 
zu groBer Ammoniakgehalt des veraschten Blutfiltrates, 2. Verunreinigungen 
des sowohl zur Herstellung der Natronlauge und der Harnstoffvergleichs- 
lésung als auch zur weiteren Verarbeitung des veraschten Blutfiltrates be- 
nutzten destillierten Wassers, 3. Sonnenbestrahlung des veraschten Blut- 
filtrates. 


Das zur Vermeidung der unter 2. und 3. aufgefiihrten Fehler- 
quellen Notwendige ergibt sich von selbst. Ist die Triibung auf 
zu hohen Ammoniakgehalt des veraschten Blutfiltrates zuriick- 
zufiihren, was an der intensiven Braunfirbung nach Zusatz von 
NeBlers Reagens erkenntlich ist, so wiederhole man, nachdem 
so zunichst qualitativ eine sehr betrachtliche Erhéhung des Rest- 





*) Man kann diese Marken mit dem Fettstift von auBen am Halse des 
Kjeldahlkolbens anbringen. Kjeldahlkolben von nominell 100 ccm Fassungs- 
vermégen mit eingeritzter Ringmarke am Halse bei 125 ccm sind im Sanitats- 
haus Woelk-Greifswald, LangestraBe, erhiltlich. 
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stickstoffs festgestellt werden konnte, die Veraschung mit einer 
geringeren Menge des Blutfiltrates, z.B. mit nur 2 ccm (ent- 
sprechend 0,2 cem Blut). 
Die Berechnung erfolgt nach der Formel 
Cy h, 
Ce = h, 
wobei c, = der gesuchten N-Konzentration, c, = der bekannten 
N-Konzentration (=0,1 mg N), h,—der bekannten Schicht- 
dicke (=z. B. willkirlich 80mm) und h,=der bei Farb- 
gleichheit abgelesenen Schichtdicke ist. 


> 

















Abgelesene Im Ausgangs- 
Beispiel | Ausgangsmaterial Schichtdicke | Berechnung | material | °/, N 
(=.Skalenstand) in mg N 
a 5 cem Blutfiltrat SA win 0,1 x 30. 0,128 0,0256 
0,5 cem Blut 23,4 
b lecem Blutfiltrat 14,1 mm 0,1 x 30 0,22 0,220 
= 0,1 cem Blut 14,1 

















Zur Kontrolle der nach dieser Modifikation der Methode der 
direkten NeBlerisation ermittelten Stickstoffwerte wurden in 
einem Teil der gleichen Blutprobe Stickstoffbestimmungen nach 
dem iiblichen Makrokjeldahlverfahren ausgefiihrt. Da bei der 
Verarbeitung des mit Trichloressigsiure enteiweiBten Blutes aus 
noch nicht ersichtlichen Griinden im Makroverfahren stets ein 
erheblich zu groBer Schwefelsiureverbrauch beobachtet worden 
war, wurde die EnteiweiBung des fiir die Makrokontrollbestimmung 
bestimmten Serums mit Uranylacetat vollzogen. 

Die Ubereinstimmung der nach beiden Methoden ermittelten 
Milligrammprozentwerte war, wie im folgenden dargelegt wird, 
befriedigend : 











Direkte Makro-Kjeldahl _ Direkte Makro-Kjeldahl 
NeBlerisation NeBlerisation 
33,4 32,2 23,8 22,0 
28.8 29 1 34.0 33,6 
28,0 30,8 20,8 19,6 
40,2 40,6 23,8 22.0 
28,0 28,0 26,0 26,0 
27,6 26,6 24,2 23,0 
21.0 22.0 21.6 22.0 
23,0 22.0) 54,0 54,2 
28,0 29,0 148,0 148,5 
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Seidel, a.a.O., weist darauf hin, daB die colorimetrisch ermittelten 
eststickstoffwerte nach seinen Erfahrungen in der Regel héher sind als die 
nach den iiblichen Kjeldahlverfahren gewonnenen Kontrollwerte und spricht 
als Ursache fiir diese Differenz die zum Colorimetrieren nicht besonders 
geeignete braune Farbe der NeBlerreaktion an. 

Wie die von uns mitgeteilten Werte erkennen lassen, war ein regel- 
maBiges Uberwiegen der colorimetrisch ermittelten Werte nicht festzustellen. 
DaB die braune Farbe der NeBlerreaktion fiir colorimetrische Zwecke un- 
vorteilhaft sein sollte, ist uns nicht aufgefallen. Wir glauben vielmehr, dab 
sich die von Seidel*) beobachtete Differenz dadurch erklaren laBt, daB be! 
dem von ihm angewandten Vorgehen nicht unerhebliche Ammoniakmengen, 
z. B. aus dem zur EnteiweiBung benutzten Filtrierpapier und aus den zur 
EnteiweiBung verwendeten Reagenzien, bei der Blindbestimmung nicht mit 
beriicksichtigt worden sind. 


Die Empfindlichkeit der Methode veranschaulicht das folgende 
Beispiel (Versuch bei einem iui 

Ausgangswert. .... 23,8 mg-°/, 
Nach intravenoser Darreichung: von 10 g Harastotts in 150 ecm Wasser 


& Mimuten . lt tt tt tlw ot 48 ey, 
30 - ee a ok ee ee ee ee 
a, ae = —| le 
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Aus der folgenden Tabelle geht hervor, daB selbst bei hohem 
teststickstoffgehalt des Blutes eine Veraschungsdauer von 5 Mi- 
nuten geniigt (falls die zu veraschende Fliissigkeitsmenge nicht 
eroBer als etwa 6ccm ist): Fall Ka., Niereninsuffizienz. Es 
wurden 2,0 cem Blutfiltrat (entsprechend 0,2 cem Blut) verascht. 











. Im Galveimatien siiasineiies 
Dauer der Veraschung Resultat (mg-°, 
: _Schichtdicke (mg-"/o) 
5 Minwen 8.5 mm 175.0 
4 SS , 174,5 
a 9s 8,5 ,, 175,0 
20, — 175,0 








Mit Hilfe der direkten NeBlerisation laBt sich auch der Stick- 
stoffgehalt des Harns und anderer Fliissigkeiten bestimmen. Da 


jedoch der Gesamtstickstoffgehalt des Harns in der Regel erheblich 


héher ist als der Reststickstoffgehalt des Blutes, miiBte der Harn 
zur Bestimmung des Stickstoffs mittels direkter NeBlerisation so 
erheblich verdiinnt werden, daB dadurch die Fehlerbreite der 
Methode unnotig vergré8ert werden wiirde. Aus diesem Grunde 





*) A.a. O. 
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glauben wir, daB die Methode der direkten NeBler- 
isation im wesentlichen fir die Reststickstoff- 
bestimmung im Blut und im Liquor in Frage kommt. 

Vor der tiblichen Makro- oder Mikromethode zur Bestimmung 
des Reststickstoffs bietet die Methode der direkten NeBlerisation 
den Vorteil erheblicher Zeitersparnis, da die Veraschung 
im Notfall nur 5 Minuten beansprucht und die Destil- 
lation fortfallt. Die EnteiweiBung des Blutes mit Trichlor- 
essigsiiure geht etwas rascher von statten als nach der Methode 
von Folin und Wu. Zur Colorimetrie ist etwa der gleiche Zeit- 
aufwand erforderlich wie zur Titration. Wie wir uns_ ver- 
schiedentlich wberzeugen konnten, ist es bei Anwendung der 
Methode der direkten NeBlerisation moéglich, 10 Minuten nach 
der Blutentnahme das Resultat der Reststickstoff- 
bestimmung zu besitzen. 

Kine Ausarbeitung der Methode als Mikroverfahren zwecks 
Vermeidung der Venenpunktion erschien nicht notwendig. 


Zusammenfassung. 

Ks wird eine Modifikation der von Folin angegebenen Methode 
der direkten NeBlerisation zur Reststickstoffbestimmung mit- 
geteilt, mit Hilfe deren bisherige Mingel des Verfahrens (Tribung 
nich Zusatz von NeBlers Reagens) beseitigt werden. 
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Beitrige zur enzymatischen Histochemie. I. 


Uber die Bestimmung kleiner enzymatischer Spaltungen.’) 


Von 
K. Linderstrem-Lang und Heinz Holter. 
Mit 4 Figuren im Text. 





(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Juli 1931.) 


A. Einleitung. 


Die Fortschritte, die die Enzymchemie in der neueren Zeit 
gemacht hat, ergaben sich zum groBen Teil als Resultate rein 
chemischer Studien, in denen die Enzyme als chemische Individuen 
betrachtet werden, mit deren Reinigung, Isolierung und Charakteri- 
sierung man sich groBe Miihe gegeben hat. Die physiologische 
Seite der Enzymchemie aber, das Studium der Funktionen, welche 
die Enzyme im Organismus zu erfillen haben, hat mit  be- 
sonderen Schwierigkeiten zu rechnen, eine Erscheinung, die 
zum groBen Teil in der von den Enzymchemikern zum Zwecke 
des Studiums der Enzyme ausgebildeten Methodik begriindet 
ist. Man mu8 sich, um den Forderungen dieser Methodik ge- 
recht zu werden, bemiihen, die Enzyme nicht nur méglichst rein, 
sondern auch in Mengen darzustellen, die so groB sind, daB sie 
eine rationelle quantitative Verfolgung der enzymatischen Wirkung 
sestatten; und man ist zu diesem Zweck gezwungen, oft recht 
betrachtliche Mengen organisierten Materials zu verarbeiten. Hier- 
bei ergeben sich aber, ganz abgesehen von den sattsam bekannten 
technischen Hindernissen, mit denen die Enzymchemie zu kimpfen 
hat, auch prinzipielle Unzulanglichkeiten, die sofort zutage 
treten, sobald man die urspriingliche physiologische Funktion der 
Enzyme ins Auge faBt, und die die Aufklarung des Mechanismus 
der enzymatisch geleiteten Lebensvorginge ganz ungemein er- 
schweren. 

Als sinnfalligster unter diesen Mangeln tritt uns der MaBstab 
entgegen, in welchem wir das Studium der enzymatischen Vor- 





1) Wird gleichzeitig hiermit in danischer und englischer Sprache in den 
..Comptes-rend. du Laboratoire Carlsberg’ veréffentlicht. 
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ginge betreiben miissen, gezwungen durch die relative Grobheit 
der allermeisten uns hierfiir zur Verfiigung stehenden chemischen 
Methoden. Die biologische Eimheit, die fiir rationelle physiologische 
Enzymstudien in Betracht kiime, ist die Zelle, nicht nur als Enzym- 
produzent, sondern auch in den meisten Fallen als Reaktionsort, 
an dem die enzymatischen Vorginge sich abspielen. Sowohl dic 
Enzymmengen, mit deren Hilfe die chemischen Umsetzungen in 
den Zellen geleitet werden, als auch die Bedingungen, unter 
denen sie verlaufen, unterscheiden sich aber ganz wesentlich 
von den Erfordernissen unserer chemischen Methodik. Giinstiger 
liegen die Verhaltnisse bei den enzymhaltigen Sekreten, z. B. also 
denen des tierischen Verdauungskanales, die ihre Sonderstellung 
dem Umstand verdanken, daB sie von den produzierenden Zellen 
raumlich getrennt in Mengen und unter Bedingungen ihre Funktion 
erfiillen, die den Bediirfnissen des Makroorganismus angepaBt sind. 
Bei diesen, und nur bei diesen, entsprechen die qualitativen und 
quantitativen Bedingungen, die wir bei unseren Versuchen in vitro 
zu schaffen imstande sind, einigermafen denen des natiirlichen 
Milieus. Es ist charakteristisch, daB wir uns gerade bei diesen 
Enzymen am ehesten einigermafen haltbare Vorstellungen iber 
den Mechanismus ihrer biologischen Funktion machen k6nnen. 
Aber auch hier betreten wir sofort wesentlich unsichereren Boden, 
sobald wir uns den mit der Sekretion der Enzyme verkniipften 
Fragen und damit histologischen Problemen zuwenden. 

Viel arger wird die Sache aber bei den typischen Endo- 
enzymen. Den Extraktions- und Freimachungsmethoden, zu denen 
wir hier zwecks Gewinnung der zur Untersuchung erforderlichen 
Enzymmenge unsere Zuflucht nehmen miissen, haftet samt und 
sonders etwas ungemein Unzufriedenstellendes an. Abgesehen von 
der Milieudinderung, die an und fiir sich schon von tiefgreifender 
Wirkung auf die Enzyme sein kann, sind die Prozeduren, denen 
die zu extrahierenden Organismen, Organe oder Organteile unter- 
worfen werden miissen, oft so einschneidend, da8 ihr EinfluB auf 
die darzustellenden Enzyme schwer abzusehen ist. Natiirlich be- 
miuht man sich, allen unerwiinschten EKinwirkungen aus dem Wege 
zu gehen, doch selbst wenn dies mit absoluter Zuverlassigkeit ge- 
linge, so bliebe doch ein zweiter und grundsatzlicher Mangel 
immer mit einem solechen Vorgehen verbunden: Man hat namlich 
in der zur endlichen Untersuchung bereiten Lésung entweder einen 
Auszug aus einer groBen Zahl von Mikroorganismen vor sich (wenn 
wir an Hefe als Beispiel denken), bestimmt also einen Durchschnitts- 
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wert, der zu recht falschen Schliissen itiber Menge und Funktion 
der Enzyme in den einzelnen Individuen fiihren kann; oder aber, 
was der haufigste und bedenklichste Fall ist, man erhalt einen 
Extrakt aus dem Organ eines hochorganisierten Lebewesens, be- 
stehend aus verschiedenen Gewebstypen mit verschiedenen Funk- 
tionen, oft in den verschiedensten Entwicklungsstadien; und die 
Zellen, die tatsiéchlich das zur Untersuchung kommende Enzym 
celiefert haben, werden in den meisten derartigen Fiillen nur einen 
recht geringen Bruchteil des verarbeiteten Materials ausmachen. 
Kin solcher Extrakt wird wenige oder gar keine Aufschliisse iiber 
die feinere Lokalisation der enzymatischen Produktion und Wir- 
kung im untersuchten Organ liefern, oder aber gar zu groben 
Fehlschliissen dadurch Anlaf8 geben kénnen, daB er sehr woh! 
Enzyme von 4hnlicher Wirksamkeit und Spezifitét vereinigen 
kann, die doch ganz verschiedenen Teilen des Organes entstammen 
und urspriinglich verschiedene Funktionen erfiillten. Tatsichlich 
sind auch unsere Kenntnisse der physiologischen Rolle derartiger 
Endoenzyme oft erstaunlich gering. 

Der erste Schritt zur Vermeidung dieser Schwierigkeiten 
miuBte in der Ausbildung von Mikromethoden bestehen, die eine 
so weit als irgend mdglich getriebene Anniherung an die Dimen- 
sionen gestatten, in denen die enzymatischen Prozesse innerhalb 
der biologischen Einheiten verlaufen. Von dem erreichbaren Grad 
der Verfeinerung einer solchen Mikromethodik wire dann der 
Nutzen des naichsten Schrittes abhangig, der darin bestehen miiBte, 
daB man bei der Untersuchung organisierten Materiales anatomisch 
bzw. histologisch vorgeht, d. h. gewisse kleine Teile des Gewebes 
(wie klein, hingt eben von der Subtilitét der chemischen Methodik 
ab) entnimmt, und nach mikroskopischer Kontrolle der gewiinschten 
enzymchemischen Priifung unterwirft. Auf diese Weise sollten sich 
wenigstens einige der oben bemangelten Unzulanglichkeiten ver- 
meiden lassen, und es wire zu hoffen, daB so Aufschliisse iiber die 
physiologischen Enzymfunktionen erhalten werden kénnten, die 
mit Hilfe der gegenwartig iblichen Makromethodik schwer zu er- 
langen sind. Die Verfasser haben sich nun, von den hier skizzierten 
Gedankengiingen ausgehend, die Aufgabe gestellt, die Entwick- 
lungsméglichkeiten einer derartigen quantitativen Arbeitsweise zu 
untersuchen. 

Kin ganz grober und gewiB nicht allgemein, aber doch in 
vielen Fallen giiltiger Uberschlag zeigt (wie spaterhin niher belegt 
werden wird), daB eine durchschnittliche Verfeinerung der gegen- 
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wartig tiblichen Makromethoden um etwa das 100000fache in den 
meisten Fallen zureichend sein sollte, um die enzymatische Wirk- 
samkeit einer einzelnen Zelle zu verfolgen. Hierbei ist voraus- 
vesetzt, daB man sich — abgesehen vom Format — der bei den 
Makromethoden wblichen Versuchsanordnung bedient, also z. B. 
dem zu untersuchenden Gewebe eine einzelne Zelle entnimmt, 
und nach deren Uberfiihrung in eine geringe Menge Substrat- 
lésung und einer passenden Einwirkungszeit die eingetretene 
hydrolytische Spaltung des Substrates z. B. durch Titration be- 
stimmt. Die Aufgabe erscheint prinzipiell nicht unlésbar, wenn 
auch natiirlich mit groBen technischen Schwierigkeiten behaftet. 
Man wiirde, wenn es gelinge, sie zu lésen, damit die Mangel um- 
gehen, die sich mit der Verarbeitung gréBerer Organpartien ver- 
binden. Doch muB dazu bemerkt werden, dab, obwohl die EKin- 
eriffe, denen das organische Material ausgesetzt werden muB, woh! 
auch bei einer solchen Methodik betrachtlich reduziert werden 
kénnten, doch ein Hauptmangel bestehen bliebe, naémlich die 
Milieudnderung, der die Zelle und die in ihr enthaltenen Enzyme 
unterliegen, sobald sie in die Substratlésung tberfiihrt werden. 
Ks ist nicht leicht abzusehen, wie sich dieser Hingriff ohne eine 
ganz grundlegende Verainderung der Methodik vermeiden lassen 
sollte. Das ideale enzymchemische Experiment wiirde ja — um 
die Sache auf die Spitze zu treiben — das sein, daB man eine 
infinitesimal geringe Substratmenge in einen genau bestimmten 
Zellteil injizierte, sie nach einem verschwindend kurzen Zeitraum 
wieder entfernte und die eingetretene Spaltung bestimmte. Durch 
entsprechende Wiederholung des Vorganges kénnte man die 
enzymatischen Vorginge in dem betreffenden Zellteil verfolgen. 
Doch ist zu fiirchten, daB dieses Experiment ein Gedanken- 
experiment bleiben mu8, ganz abgesehen von den technischen 
Schwierigkeiten, vielleicht auch aus prinzipiellen Griinden, da wir 
uns méglicherweise hierbei schon in Dimensionen bewegen wiirden, 
in denen der MeBvorgang a priori die MeBgenauigkeit beeintrach- 
tigen miubBte. 

Um aber zu leichter lésbaren Problemen zuriickzukehren, so 
miBten sich manche der mit Makrobestimmungen verbundenen 
Unzulinglichkeiten auch schon durch eine Mikromethodik ver- 
meiden lassen, die etwa 1/,999 der gegenwirtig mit Makrotitrationen 
bestimmbaren Mengen zu erfassen gestattet. Zugleich sollte man 
imstande sein, mit einer solehen Methodik Erfahrungen zu sammeln, 
die den Versuch einer weiteren Verfeinerung um das 100fache, 
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deren Méglichkeit den Verfassern nicht ausgeschlossen erscheint, 
zugute kimen. Die Verfasser werden in der vorliegenden Mitteilung 
eine soleche Methodik beschreiben und in der naichsten Mitteilung 
iiber die ersten, zu Erprobung der Methodik angestellten physio- 
logischen Versuche berichten. 

Der Anwendungsbereich einer solchen Methodik ist darin ge- 
legen, daB sie eine differenzierte Untersuchung organischer Gewebe 
cestattet, die in der Weise erfolgt, daB man dem Gewebe gréBere, 
doch sehr wohl noch mikroskopisch kontrollierbare Gruppen von 
funktionell gleichartigen Zellen entnimmt und sie mit Hilfe ge- 
cigneter Substratlésungen der enzymchemischen Untersuchung 
unterwirft. Ein solches Verfahren erméglicht, wenn wir von den 
dabei auftretenden technischen Komplikationen zunichst einmal 
absehen, die systematische Untersuchung gréBerer Organpartien, 
es erlaubt, die Enzymverteilung in den untersuchten Geweben 
quantitativ festzulegen, und es sollte, mit entsprechender Unter- 
stitzung durch anatomische und histologische Kenntnisse und bei 
Ausdehnung der Untersuchung auf verschiedene HKntwicklungs- 
oder Funktionsstadien des studierten Organes, wohl imstande sein, 
unsere Kenntnisse iiber die enzymatische Physiologie des Unter- 
suchungsobjektes zu erweitern. Es eriibrigt sich wohl, naher auf 
die vielseitigen Anwendungsméglichkeiten eines solchen Verfahrens 
einzugehen, und wir wollen daher, ehe wir zur Beschreibung der 
Methodik wbergehen, lieber kurz die Schwierigkeiten und Be- 
schréankungen allgemeiner Natur besprechen, die sich bei der 
praktischen Anwendung des Verfahrens ergeben, soweit sie uns im 
Lauf der bisher ausgefiihrten Versuche entgegengetreten sind. 

Was zuniachst die analytisch-chemische Seite der Sache an- 
veht, so scheint es, daB die dabei auftretenden Schwierigkeiten, 
die sich einfach aus dem Arbeiten mit kleinen Substanzmengen 
ergeben, verhaltnismaBig leicht zu iberwinden sind. Die Methodik, 
soweit sie bis jetzt vorliegt, ist fiir Dipeptidspaltungen aus- 
vebildet worden, da wir uns fiir die ersten Versuche begreiflicher- 
welse auf ein kleineres Gebiet beschranken wollten, doch wird sie, 
soweit wir sehen kénnen, ohne tiefer greifende Verinderungen auf 
alle anderen proteolytischen Spaltungen iibertragbar sein. Wir 
clauben auch, da& der Ubergang auf andere Enzyme, soweit 
ihre Wirkungen ma8analytisch erfaBbar sind, nicht aussichtslos 
‘ein. wird. 

Eine Gruppe von Schwierigkeiten laBt sich bei der angewandten 
Versuchstechnik — direkte Uberfiihrung von definierten Gewebs- 
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teilen in die gewéhlten Substratlésungen — auf Grund der Dif- 
fusionsverhaltnisse des damit geschaffenen heterogenen Systems 
voraussehen. Bei den von uns bis jetzt mit Malzdipeptidasen aus- 
gefiihrten Versuchen traten, wie die zur Aufklirung dieser Frage 
angestellten Kontrollexperimente zeigten, keine dieser Erscheinung 
zuzuschreibenden Komplikationen auf, was im Hinblick auf die 
leicht diffusible Natur des Substrates gut versténdlich ist. Wir 
clauben, daB fiir andere niedermolekulare Substrate dasselbe zu 
erwarten ist, sind aber auf ernstliche Schwierigkeiten beim Uber- 
gang zu hochmolekularen Proteinen oder Kohlehydraten gefaBt. 

Die Hauptschwierigkeiten scheinen uns aber vorléufig in der 
Probeentnahme zu legen, und hier wird viel mikropraparative 
Arbeit und Sorgfalt aufzuwenden sein, um zufriedeustellende Er- 
vebnisse zu erzielen. Es ist bei der Ungleichartigkeit des zu 
untersuchenden Materiales natiirlich sehr schwer, allgemeine Be- 
trachtungen anzustellen, und wir kénnen daher an dieser Stelle 
nur auf das hier gelegene Problem hinweisen. Manchen Objekten, 
z. B. den von uns untersuchten Wurzeln des keimenden Malzkornes 
(vgl. die niichste Publikation dieser Reihe) ist verhaltnismafig 
leicht mit dem Mikrotom beizukommen und dank der giinstigen 
Form des Objektes kénnen die gewonnenen Serienschnitte wohl 
als annihernd gleich groB angesehen werden — eine wichtige Er- 
leichterung angesichts der Schwierigkeit, derartig kleine Objekte 
durch Waigung oder gleichwertige Mefmethoden in ihren Di- 
mensionen zu kontrollieren. Bei vielen anderen versagt dieses 
Hilfsmittel aber, und in diesen Fallen wird die zufriedenstellende 
quantitative Durcharbeitung von Gewebskomplexen, die theore- 
tisch so verlockend ware und im Hinblick auf die rein chemische 
Seite der Methodik auch recht gut méglich scheint, wohl auf 
oroBe, aber, wie wir hoffen, nicht uniiberwindliche Schwierig- 
keiten stoBen. 

Es ist vielleicht nicht wberfliissig, gelegentlich dieser all- 
gemeinen Betrachtungen darauf hinzuweisen, daB, wenn eine Ver- 
feinerung der chemischen Methodik bis in die Dimensionen der 
enzymatischen Aktivitaét emzelner Zellen gelingen sollte, die mikro- 
priparativen Schwierigkeiten wohl teilweise von selbst vermindert 
wiirden. Man wire bei einer solehen Methodik von vornherein 
auf das Arbeiten mit dem Mikromanipulator angewiesen, die zu 
untersuchenden Objekte wiirden in einigermafen quantitativ ver- 
cleichbarer Form von der Natur dargeboten und es wiirde manche 
Unsicherheit bei der Probeentnahme damit fortfallen, ebenso wie 













































Beitrage zur enzymatischen Histochemie. I. 15 


dif- sich die obenerwahnten Diffusionsschwierigkeiten in solchen Di- 
ms mensionen wohl mechanisch bekimpfen lieBen. Ahnliches gilt 
us- fiir die Untersuchung einzelner Zellteile, ein Unternehmen, das 
ge nicht so phantastisch zu sein braucht*), wie es sich auf den ersten 
ing §F Blick ausnimmt, wenn man sich daran erinnert, wie auf Grund 
(lie von qualitativen Untersuchungen vielfach angenommen wird, dah 
Vir die Enzyme nicht gleichmafig ber den Zellinhalt verteilt, sondern 
zu © in den Granula der Zellen konzentriert seien. 

“4 Die im nachfolgenden Teil B beschriebene Methodik umfaBt 


das, was sich allgemein tiber die chemische Seite der von uns be- 


niitzten Arbeitsweise sagen JaBt, also eine Beschreibung der 
™ Apparatur, die wir uns so einfach als irgend mdglich zu gestalten 
be bemitht haben, der Mengen, mit denen sie zu arbeiten erlaubt, 
be und der analytischen Genauigkeit, die wir damit erreichen konnten. 


lle Alles Spezielle, wie die naturgema8 weit mehr dem Ejinzelfall an- 
gepaBte physiologische Technik, ist auf die folgenden Publi- 


Nn, . . * . . 

ne kationen, die iiber Anwendungen der Methodik berichten sollen, 
io verwiesen. 

dD - es " ~ 

x Die Uberlegungen, die uns zur Aufnahme der Versuche be- 


hl — wWogen, haben wir in dieser Einleitung darzustellen versucht, und 
) - damit ist auch das Feld gegeben, das wir uns vorliufig als An- 





. 4 wendungsgebiet der Methode vorgestellt haben. Doch ist es natiir- 
_ lich, daB die analytische Methodik, die ja ganz allgemein die 
= Titration recht kleiner Substanzmengen erlaubt, auch zu manchen 
le anderen Zwecken wird herangezogen werden kénnen, wo Kostbar- 
iis keit des Materials oder ahnliche Griinde das mafanalytische 
* Arbeiten mit klenen Mengen wiinschenswert erscheinen lassen. 
af Zum SchluB sei es den Verfassern gestattet, einige Bemer- 
3° kungen ber die bei der Aufnahme von derartigen mikrophysio- 
logischen Versuchen zu beriicksichtigende Literatur zu machen. 
r Sie wollten mit der Darstellung der vorhergehenden Betrachtungen, 
A die sich ja nach der Natur der Sache mehr oder weniger von selbst 
“ ergeben, gewiB nicht Anspruch auf Originalitét erheben. Neu sind, 
rt _ *) Wurzelspitzenschnitte von 40 4 Dicke wiegen nach einem ungefahren 
n §  Uberschlag etwa 0,003 mg und enthalten etwa 300 Zellen. Die damit erzielten 
u [| ‘paltungen betragen bei 24stiindiger Versuchsdauer 10 cmm n/20-HCl. Wenn 


wir auf Grund der im experimentellen Teil gegebenen Daten damit rechnen, 
a daB eine Spaltung von 0,3 cmm als gesichert gelten kann, so laiBt sich die pro- 
a _ teolytische Aktivitat von 10 Wurzelspitzenzellen mit der bis jetzt erreichten 
'@ § Verfeinerung der Methodik schon konstatieren. 
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soweit den Verfassern bekannt, die die quantitative Seite des 
Problems betreffenden Uberlegungen und der Versuch, eine még- 
lichst allgemein brauchbare Mikrotechnik auszubilden, die eine 
quantitative Arbeit auf diesem Gebiet ermdglichen sollte. Auf 
qualitativem Gebiet liegen selbstverstaéndlich im Rahmen der 
Histochemie und verwandter Arbeitsrichtungen mehr oder weniger 
einschlagige Studien tiber vielerlei Spezialprobleme vor, die den 
Verfassern dank der Uniibersichtlichkeit der Literatur sicher nur 
zum geringen Teil bekannt geworden sind. Besonders zu ver- 
weisen ware in diesem Zusammenhang auf Abhandlungen von 
S. Graff!) und E. Abderhalden.?) Was die analytische Ver- 
feinerung enzymatischer Versuchstechnik betrifft, so méchten die 
Verfasser vor allem auf eine Abhandlung von W. Grassmann 
und W. Heyde*) aufmerksam machen, die mit der dort be- 
schriebenen, besonders auf das Arbeiten mit kostbarem Materia! 
zugeschnittenen Methodik proteolytische Spaltungen nachwiesen, 
die in der GréBenordnung nur mehr um eine Zehnerpotenz hinter 
dem im experimentellen Teil der vorliegenden Abhandlung ge- 
gebenen Erfassungsbereich zuriickbleiben. Alle weiteren Hinweise 
auf die bei den Versuchen beniitzte Literatur werden im experi- 
mentellen Teil gegeben werden. 


Dem Vorstand der chemischen Abteilung des Carlsberg- 
Laboratoriums, Herrn Prof. Dr. 8. P. L. S¢rensen, bringen die 
Verfasser fiir die ausgezeichneten Arbeitsverhaltnisse und das auf- 
munternde Verstindnis, mit dem er den Verlauf der Versuche 
stets verfolgt hat, ihren herzlichsten Dank. 


B. Experimenteller Teil. 


a) Beschreibung der Methode. 

Wie schon in der Einleitung erwihnt, haben wir uns vorlaufiy 
damit beschaftigt, eine Methode zur Untersuchung von Pep- 
tidasespaltungen auszuarbeiten, und diese Methode ist es, die 
im folgenden beschrieben werden soll. Als Substrat haben wir 
hei unseren Standardisierungsversuchen Alanylglycin verwendet, 
weil dieses Peptid ungemein schnell von dem Enzymextrakt ge- 
spalten wird, der uns zur Verfiigung stand, namlich einem 
80°/,igen glycerinhaltigen Auszug aus getrocknetem Grinmalz.*) 
Die Methode ist jedoch prinzipiell zur Untersuchung der Spaltung 
jedes beliebigen Peptides anwendbar. Um die Spaltung zu messen, 
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wahlten wir unter den verschiedenen zur Verfolgung der Peptid- 
bindungshydrolyse in Betracht kommenden Bestimmungsmetho- 
den die von dem einen der Verfasser®) angegebene Titration mit 
alkoholischer Salzsiure in Acetonlésung unter Anwendung von 
Naphthylrot als Indicator. Diese Methode bietet den Vorteil, dab 
die Kohlenséiure der Luft keine St6rung der Titration verursacht 
und diese daher in offenen GefaiBen vor sich gehen kann, was die 
mikroanalytische Anordnung betrachtlich vereinfacht. 


Der Versuchsgang ist nun der folgende: In einem kleinen 
GefaB, das sowohl als Reaktions- wie als TitrationsgefiB dient, 
und dessen Inhalt etwa 250 cmm ist, werden mit einer kleinen 
Pipette etwa 7 cmm einer passend verdiinnten Enzymlésung und 
etwa 7 cmm Substratlésung abgemessen, die Lésungen gut gemischt, 
und das Gefaif wahrend der gewiinschten Reaktionszeit der ge- 
winschten Temperatur ausgesetzt. Sodann wird die Spaltung 
durch Zusatz von etwa 30cmm_ n/20-alkoholischer Salzsiure 
sistiert, 150 cmm Aceton, in welchem eine passende Menge Naph- 
thylrot gelést ist, zugesetzt, und die Titration (siehe oben) 
mit n/20-alkoholischer Salzsiiure unter guter Umriihrung vor- 
genommen. 


1. Das Reaktionsgefa8B besteht aus einem kleinen Glasrohr 
von etwa 20 mm Linge, das an dem einen Ende zugeschmolzen 
ist (siehe Fig. 1A). Das GefiB hat einen FuB, der einfach aus einem 
kurzen Stiick Vakuumschlauch besteht, und wird am offenen Ende 
mit einer Gummikappe verschlossen, wie in Fig.3 A gezeigt. Als 
Kappe dient ein kurzes Stiick gewohnlichen Gummischlauches mit 
einem kurzen Glasstab darin. Wir haben im Laufe der Versuche 
eine Menge verschiedener GefaBtypen ausprobiert, sind aber schlieB- 
lich bei der hier beschriebenen geblieben, weil ihre einfache Form 
eine grindliche Reinigung erleichtert. Um diese vorzunehmen, 
wird Kappe und FuBstiick abgenommen, das GefaiB zuerst griind- 
lich mit einem feinen und starken Wasserstrahl, dann zweimal mit 
Aceton und endlich einige Male mit destilliertem Wasser gespiilt 
und bei 100° getrocknet. 


2. Als Pipetten wurden zwei verschiedene Typen verwendet. 
In Fig. 1 ist die eine dieser Typen dargestellt, die wir speziell zur 
Abmessung der Enzym- und Substratlésungen beniitzt haben. Sie 
besteht aus einem ausgezogenen Capillarrohr, dessen Spitze ein 
wenig gebeugt ist, so daB sie an die Innenwand des Reaktions- 
geféBes angelegt werden kann. In einem passenden, durch Aus- 


» 
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wagen*) der Pipette mit Wasser bestimmten Abstand von der 
Spitze ist ein Strich mit FluBsiure eingeéitzt. Zum Abpipettieren 
wird der Vorratsbehalter, der die abzumessende Lésung enthiilt, 
auf einen kleinen Tisch gestellt, der mit Hilfe einer Schraube und 
Zahnstange schnell und gleichméfig auf und ab bewegt werden 
kann. LHinige billige Reichertmikroskopstative mit einem in den 
leeren Tubus eingesetzten Kork als Tisch haben uns zu diesem 
Zweck ausgezeichnete Dienste geleistet. Der Tisch wird hinauf- 
geschraubt, so daB die Spitze der Pipette gerade in die Lésung 
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Fig. 1. 


taucht, der Hahn H geschlossen und der Klemmhahn K ge6ffnet. 
Man saugt nun leicht an dem Schlauch S und laBt die Fliissigkeit 
im Capillarrohr ein wenig iiber die Pipettenmarke steigen. K wird 
darauf geschlossen, und man beobachtet, mit der Hand an der 
Vertikalschraube des Tisches, mit einem Mikroskop M das lang- 
same Sinken des Meniscus. In dem Augenblick, in dem der 
Meniscus den Strich berithrt, wird der Tisch durch eine kleine 
Drehung der Schraube schnell gesenkt, so daB die Pipettenspitze 


*) Das Auswagen der Pipette geschieht am besten in der Weise, dab 
man sie, mit einer das Erwartete etwas iiberschreitenden Wassermenge ge- 
fiillt, horizontal auf die Mikrowaage legt und nun das iiberschiissige Wasser 
mit einem Stiick méglichst langsam saugenden Filterpapieres heraussaugt, 
bis das gewiinschte Wassergewicht erreicht ist. Die Pipettenmarke kann so- 
dann nach Uberziehen des betreffenden Pipettenstiickes mit Paraffin leicht 
mit Hilfe eines Rasiermessers und eines Tropfens FluBsiure in der Héhe des 
Wassermeniscus angebracht werden. 
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von der Fliissigkeitsoberflache frei wird, worauf die Capillarkraft 
ausreicht, um den Pipetteninhalt am Auslaufen zu hindern. Nun 
wird das Reaktionsgefi auf den beweglichen Tisch gestellt, die 
Pipettenspitze mdglichst nahe dem GefaBboden seitlich an die 
Innenwand des GefaéBes angesetzt und H gedffnet. Unter dem 
konstanten Uberdruck (P bezeichnet die Leitung zur Druckluft- 
pumpe) im Druckregulator T wird hierbei der Fliissigkeitstropfen 
aus der Pipette gepreBt. Der notwendige Uberdruck variiert 
etwas mit der Feinheit der Capillarspitze, er betrigt meist etwa 
20 em Wasser und soll so abgepaBt werden, daB die Auslaufszeit 
der Pipette nicht unter 5 Sekunden liegt. Bei der Pipette, die 
wir so gliicklich waren, fiir die Substrat- 
abpipettierungen zu allen unseren Versuchen 
bewahren zu k6nnen, war die Auslaufszeit 
7 Sekunden. Nachdem der Tropfen aus der 
Pipette gedriickt ist, wird durch ein ge- 
ringes Verriicken des ReaktionsgefiBes und 
eine Drehung der Vertikalschraube die 
Pipettenspitze aus der Fliissigkeit entfernt, 
ohne daB dabei der Tropfen an der Ge- 
faBwand hinaufgezogen wird. Erst dann 
darf der Hahn H wieder geschlossen werden. 
Der ganze AbpipettierungsprozeB kann mit Fig. 2. 

einiger Ubung in 40 Sekunden ausgefiihrt 

werden, und der Fehler lhegt bei einem Pipettenvolumen von 
7cemm unter 3°/,, (siehe hieriiber spater). 

Auf Fig. 2 sieht man die zweite Pipettentype, die wir besonders 
zur Abmessung der alkoholischen Salzsiure bei der Sistierung des 
enzymatischen Prozesses beniitzt haben. Die Pipette ist hier ein 
diinnes Glasrohr, dessen beide Enden capillar ausgezogen sind. 
Die Feinheit der oberen Capillarspitze ist so abgepabt, daB die 
Capillarwirkung die Selbstentleerung der Pipette verhindert, wenn 
der Atmosphiarendruck auf ihre beiden Offnungen wirkt; die Fein- 
heit der unteren Capillarspitze ist so bemessen, da man mit einem 
Uberdruck von etwa 50cm Wasser eine passende Auslaufszeit 
erzielt. Die Pipette, die wir bei den meisten unserer Versuche be- 
nitzt haben, hatte eine Auslaufszeit von 22 Sekunden bei einem 
Inhalt von 85 emm. Das auf der Figur gezeichnete Rohr R 
fihrt zu einer Flasche mit einem Vorrat an alkoholischer Salz- 
siure, angebracht in einer Hohe iiber der unteren Pipettenspitze, 


die 50 em Wasserdruck entspricht. Die Pipette wird gefiillt, indem 
o* 
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man sowohl H wie K 6ffnet und soviel Salzsiure in den éuBeren 
Behialter flieBen 1aBt, daB die Oberfliche der Fliissigkeit einige 
Millimeter tiber der oberen Pipettenspitze steht. Wenn sodann 
der Hahn H geschlossen wird, preBt der Druck aus der Vorrats- 
flasche die Flissigkeit in die Pipette. Sobald sie gefiillt ist, schlieBt 
man K, 6ffnet H und L und abt so viel Fliissigkeit ausflieBen, 
daB das Niveau im iuBeren Behilter einige — und zwar bei allen 
Pipettierungen gleich viele — Millimeter unter die Pipettenspitze 
sinkt. Ks darf hierbei nur der Hahn L geschlossen werden, weil 
bei einem vollstiéndigen AbschluB des AuBenbehilters die Dampf- 
spannung der alkoholischen Salzsiure die Pipette teilweise ent- 
leeren wiirde, wenn die Zimmertemperatur zu hoch ist. Sobald 
man nun die untere Spitze der Pipette mit einem Stiick Filtrier- 
papier abgetrocknet hat, ist die Pipette zur Entleerung bereit. 
Diese geschieht analog wie bei Pipettentype 1, indem nach Schlie- 
Bung von H und Offnung von K der Druck aus dem Vorratsgefa! 
die Fliissigkeit aus der Pipette preBt. 

Der ‘Pipettenfehler liegt bei einem Volumen von 30 cmm 
unter 1 pro Mille. 

Es ist selbstverstaéndlich, daB die Flissigkeiten, die mit der- 
artigen Pipetten abgemessen werden sollen, besonders gut filtriert 
sein miissen, um ein Verstopfen der Capillaren durch Fasern und 
andere feste Partikel zu verhindern. 

3. Umriihrung. Sowohl beim Mischen der Enzym- und Sub- 
stratlésungen, als auch bei der Titration kann man natirlich nicht 
so vorgehen, daB man einfach ,,umschiittelt“, da die Kleinheit 
des GefiBes und der Fliissigkeitsmenge das nicht zulassen. Wir 
sind nach Erprobung verschiedener Riihrmethoden bei der elektro- 
magnetischen als der einfachsten und leichtesten stehen geblieben. 
Zuerst versuchten wir als Umriihrer kleine Kugellagerkugeln, 
die wir mit Paraffin oder Zinn iiberzogen, gingen aber spéter nach 
einem Vorschlag unseres Kollegen Ingenieur Haugaard zu 
kleinen Glascapillaren von 1—1,5 mm Lange iiber, die wir mit 
Ferrum reductum fiillten und zuschmolzen. Man erhalt so kleine 
birnenf6rmige Rihrer, die man vor dem Gebrauch sorgfaltig auf 
Locher im Glase priifen mu, indem man sie einige Zeit mit ver- 
diinnter Salpetersiure kocht und der abgekiihlten Lésung Rhodan- 
kalium zusetzt. Die bei dieser Priifung als brauchbar befundenen 
kénnen ohne Gefahr mit Enzymlésung oder Salzséure in Be- 
rihrung gebracht werden und wirken als ausgezeichnete Riihrer 
in Verbindung mit einem starken Elektromagneten (E in Fig. 3 
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und 4), dessen Strom periodisch unterbrochen wird, z. B. mit 
Hilfe der von kryoskopischen Molekulargewichtsbestimmungen 
bekannten Metronomanordnung. 

Nachdem die Enzymlésung abpipettiert ist, sitzt sie als kleiner 
Tropfen an der Innenseite des GefaéBes dicht tber dem Boden. 
Die erste Berithrung zwischen dieser Loésung und der Substrat- 
lésung findet statt, indem die Spitze der Substratpipette bei der 
Abpipettierung direkt in den Enzymtropfen eingefiihrt wird. 
Hierbei geschieht eine geringe Mischung, die doch bei stark 
clycerinhaltigen Enzymldésungen ziemlich unwesentlich ist. Die 
wirkliche Mischung wird vorgenommen, indem man einen der 
erwihnten Riihrer zusetzt und das GefaB dicht am Pol des Elektro- 
magneten etwa 30 Sekunden lang zwischen den Fingern dreht, 
waihrend das Metronom in Gang ist. Der Riihrer verbleibt wahrend 
der nun folgenden Reaktion im GefaB. 

Bei der Titration, deren Anordnung spiterhin naher beschrieben 
wird, ist das Flissigkeitsvolumen betrachtlich gréBer — etwa 
0,2 cem — und der Mittelpunkt des Magnetpoles wird hier in der 
Hohe der Flissigkeitsoberfliche des stehenden GefiBes an- 
gebracht, wodurch der Riithrer bei jedem StromstoB im Magneten 
sich durch eine Strecke von etwa 15 mm auf und ab bewegt. 

4. Die Reaktion verliuft, wahrend das GefiB vollstandig 
in einen Wasserthermostaten von der gewiinschten Temperatur 
eingetaucht ist. Eimer der einfachen Drahthalter, die wir zu diesem 
Zweck benutzten, ist auf Fig. 3 @ dargestellt. 

5. Die Biirette. Die von uns benutzte Mikrobirette (vgl. 
Fig. 3; X ist der obere Teil, Y der untere Teil der Biirette), hat 
eine Konstruktion, die von Brandt - Rehberg*) angegeben 
wurde, doch ist ihre Genauigkeit etwa 5 mal so groB wie die von 
Brandt-Rehbergs urspriinglicher Biirette. Sie besteht aus 
einem feinen justierten Capillarrohr, 58cm lang, mit einem 
Volumen von 100 cmm und einer Einteilung in ?/,cmm, so da 
0,02 cmm geschatzt werden kénnen. Das bei der Entleerung und 
Fillung der Birette zur Anwendung kommende Prinzip ist das, 
daB man mit einer Feinschraube einen dichtschlieBenden Stempel 
in eine mit Quecksilber gefiillte Aussparung der Biirette einpreBt 
und damit einen Quecksilberstrang durch das Capillarrohr driickt. 
Der Raum iiber dem Quecksilber ist vollstiéndig mit der Titra- 
tionsfliissigkeit (in unserem Fall n/20-alkoholische Salzsiiure) ge- 
fillt und durch Ablesung des jeweiligen Standes der Quecksilber- 
oberflache kann die durch das feine Capillarrohr S ausgepreBte 
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Siuremenge gemessen werden. Die Biirette wird mit Hilfe der 
entgegengesetzten Prozedur gefillt. Bei der Titration wird die 
Biirettenspitze in die zu titrierende Fliissigkeit getaucht und ihre 
capillare Offnung mu8 daher so fein sein, da8 keine nennenswerte 
Riickdiffusion eintreten kann. Unsere Birettenspitze hat einen 
Innendurchmesser von 0,15 mm. 


Ein anderes und besonders elegantes Birettenprinzip ist von 
Widmark und Orskov’”) angegeben worden. Ebenso wie bei 
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Brandt-Rehbergs Birette wird die Titrationsfliissigkeit mit 
Hilfe von Quecksilber ausgepreBt, aber die Ablesung des Volumens 
geschieht nicht direkt an der Quecksilberoberfliche, sondern auf 
der Feinschraube, die als Mikrometerschraube eingerichtet ist. 
Die Verfasser kénnen nicht entscheiden, ob eine Glascapillare 
oder eine Mikrometerschraube feiner justiert werden kann, haben 
aber die erstgenannte Type deshalb gewahlt, weil die Fehler- 
quellen, die von Anderungen der Raumtemperatur und Undichtig- 
keiten der Stempeldichtung herriihren, hier weit weniger gefahr- 
lich sind, als bei der anderen Type. 

6. Titrationsanordnung. Bei der Titration ist es von 
Wichtigkeit, die Biirettenspitze in die Fliissigkeit eitauchen zu 
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kénnen, ohne dabei den Innenseiten des TitrationsgefiBes zu nahe 
zu kommen, da die Fliissigkeit sonst leicht an der GefiBwand 
hinaufgezogen wird. Das Titrationsgefé8B wird daher ebenso wie 
bei der Abpipettierung am besten auf einen kleinen Tisch ge- 
stellt (vgl. Fig. 3), der aber hier mit Hilfe von zwei Zahngingen 
sowohl in vertikaler, wie in einer horizontalen Richtung verschoben 
werden kann. Es ware wiinschenswert, durch einen dritten 
Zahngang eine Verschiebung des Tisches in der dritten Dimension 
(parallel der Papierflache in Fig. 3) vornehmen zu kénnen, aber 
notwendig ist dies nicht, wenn bloB iiberhaupt eine leichte und 
erschiitterungsfreie Verschiebung lings der angegebenen Achse 
méglich ist. Bei unserem Apparat konnte zu diesem Zweck das 
Stativ, auf dem der Tisch angebracht war, um eine lotrechte 
Achse gedreht werden. Der Titrationstisch ist auf zwei Seiten 
durch vertikale Glasplatten gegen Warmeausstrahlung vom 
Klektromagneten und der Beleuchtungsanordnung geschiitzt. Die 
letztere ist in Fig. 4 dargestellt, die die Titrationsanordnung von 
der Seite zeigt. Wir haben mit gutem Erfolg eine Tageslicht- 
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lampe hinter einer kleinen Milchglasscheibe verwendet. Die 
Lampe ist zwischen zwei gewohnlichen griinen konischen Kontor- 
schirmen eingeschlossen und in die engere Offnung des vorderen 
Schirmes ist ein Kork mit einem quadratischen Ausschnitt ein- 
gesetzt, in welchem die Milchglasscheibe sitzt. Zum Schutz gegen 
Verdampfung der Reaktionsfliissigkeit waihrend der Titration ist 
uber der Biirettenspitze mit Hilfe zweier diinner Drihte eine lose 
Glaskappe angebracht (vgl. Fig.3), die iiber das TitrationsgefaB 
fallt, wenn dieses gegen die Biirettenspitze hinaufgeschraubt wird. 
Die Birette wird aus einem Behilter gefiillt, dessen Form in 
Fig. 8, Z, angegeben ist, wodurch gleichermafen die Verdampfung 
der alkoholischen Salzséure beim Fiillen vermindert wird. 
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7. Ausfihrung der Titration. Im ibrigen wird die Titra- 
tion in wohlbekannter Weise vorgenommen. Neben das Reaktions- 
gefaB wird ein GefaB mit Kontrollésung gestellt (vgl. Fig. 3), 
welche den Indicator m derselben Konzentration und zu einer 
passenden Farbe titriert enthalt | Kontrolle II, Literatur °)], und 
die Titration ist beendet, sobald die Lésungen in beiden Gefé8en 
die gleiche Farbe haben. Die Riihrung wihrend der Titration ist. 
friher besprochen worden. 

Die Titration nimmt 4—5 Minuten in Anspruch, einschlief- 
lich der Entnahme des ReaktionsgefaiBes aus dem Thermostaten, 
der Zusetzung von Aceton und der Spiilung und Fiillung der 
Burette, und es verbraucht somit keine der Manipulationen, die 
die Methode fordert, wesentlich mehr Zeit, als bei der entsprechenden 
Makromethode. Da ein irgendwie nennenswerter Grad von Finger- 
fertigkeit nicht vonnéten ist, und die erforderliche Apparatur 
nicht allzuviel kostet, ist zu hoffen, daB die Methode sich auch in 
Fallen brauchbar erweisen wird, wo die Kostbarkeit des Substrates 
oder Enzyms dies wiinschenswert erscheinen 1aBt. 


b) Priifung der Genauigkeit der Methode. 


1. Die Pipetten. Die Exaktheit der Abpipettierung mit 
Pipetten der Type 1 wurde zuerst durch Auswigen untersucht. 
Da die uns zur Verfiigung stehende Mikrowaage keine gréBere 
Wagegenauigkeit als 0,01—0,02 mg zulieB und die gefundenen 
Abweichungen zwischen den Gewichten der mit derselben Pipette 
abgemessenen Wassermengen bei genauem Arbeiten 0,02 mg nicht 
iiberstiegen, kénnen wir aus unseren diesbeziiglichen Versuchen 
nur schlieBen, daB der Fehler bei der Abpipettierung unter 
0,02 emm liegt. Wir fanden z. B. bei zwei verschiedenen Pipetten 
folgende Wassergewichte: 


1. 6,34, 6,32, 6,32 mg 
2. 7,12, 7,13, 7,12, 7,13 mg, 


entsprechend einem maximalen Meffehler von 3°/,,. Der Fehler 
ist jedoch, wie aus den spater angefiihrten Titrationswerten 
hervorgeht, viel kleiner und liegt wahrscheinlich betrachtlich unter 
1°). Dasselbe gilt von den Pipetten der Type 2, deren abso- 
lutes Volumen wir nicht zu kennen brauchen und die wir daher 
auf Grund der relativen Ungenauigkeit der Wagungen nicht in 
dieser Weise kontrolliert haben. 
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2. Birette. Die Birette, die vom Glasbliser F. C. Jacob, 
Kopenhagen, hergestellt wird, wurde folgendermafen auf Kaliber- 
fehler gepriift: Man pipettierte mit einer Pipette der Type 1 
10 Proben einer stark verdiinnten Alanylglycinlésung in 10 Titra- 
tionsgefaBe ab und titrierte die Proben mit n/20-alkoh. HCl 
gegen ein und dieselbe Kontrollésung, aber unter Anwendung 
verschiedener Birettenabschnitte. Die hierbei gefundenen Resul- 
tate sind in Tab. 1 wiedergegeben. 


Tabelle 1. 














Birettenbereich 
Probe Verbrauchte 
von | bis 
Nummer cmm 
cmm 

] 0 11,44 11,44 

2 14 25,44 11,44 

3 22 33,38 11,38 

4 28 39,44 11,44 

5 36 47,38 11,38 

6 42 | 53,40 11,40 

7 50 61,40 11,40 

8 56 67,44 11,44 

9 70 81,42 11,42 

10 84 | 95,36 11,36 


Aus der Tabelle ist zu ersehen, da die Birette praktisch ge- 
sprochen, keinen Kaliberfehler hat, da die gréBte gefundene Ab- 
weichung, 0,08 cmm, an der Grenze des vereinigten Pipettierungs- 
und Titrationsfehlers liegt (vgl hieriiber spiter). Das wahre Vo- 
lumen der Biirette wurde durch Ausmessung und nachfolgende 
Wagung von 100 cmm alkoholischer Salzsiure untersucht. Ks 
erwies sich als richtig innerhalb von 1°/o, was fiir unsere Zwecke 
vollstiéndig ausreichend war. Die eigentliche Titrationsgenauig- 
keit, d. h. also der Spielraum, den die Beurteilung der Indicator- 
farbe zulaBt, kann auf 0,02—0,04 cmm geschatzt werden. 

3. Der vereinigte Pipettierungs- und Titrations- 
fehler. Schon die bei der Untersuchung der Biirette erhaltenen 
Werte haben gezeigt, dab die Genauigkeit der Abpipettierung 
emer kleinen Substratmenge und die Sicherheit ihrer Titration 
recht zufriedenstellend, und wie gesagt, betrichtlich gréBer ist, 
als die Wagungen anzeigen. In dem nun anzufiihrenden Versuch 
haben wir die Summe der aus den folgenden drei Quellen stammen- 
den Fehier bestimmt: 1. Fehler bei der Abmessung einer kon- 
zentrierteren Substratlésung; 2. Fehler bei der Abmessung der zur 
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Sistierung benutzten n/20-Salzsiure und 38. Titrationsfehler. Der 
Versuch wurde nach der bei der Bestimmung enzymatischer Spal- 
tungen benutzten Vorgangsweise angestellt, indem in 10 Reaktions- 
gefaBen 10 Tropfen (a 7,89 cmm) einer reinen 30°/,igen Glycerin- 
lésung abgemessen und diese sodann mit je 6,78 cmm einer Sub- 
stratlosung vermischt wurden, die 0,2 molar in bezug auf Alany]- 
glycin und 0,07 n. in bezug auf Natronlauge war. Zu diesen 
10 Proben wurde aus der Pipettentype 2 alkoholische Salzsaure 
(je etwa 35cemm) gesetzt und sodann, wie beschrieben, gegen die- 
selbe Kontrollésung titriert. Die aus der Birette zugesetzten 
Salzsiuremengen waren die folgenden: 


1,38, 1,40, 1,88, 1,40, 1,36, 1,40, 1,44, 1,44, 1,40, 1,38. 


Die gréBte Abweichung ist somit 0,08 emm und entspricht, 
da die 6,78cmm mit 36,61 cmm n/20 alkoholischer Salzsiure 
iiquivalent sind, einem gesamten Maximalfehler von etwa 2 pro 
Mille. Der Mittelfehler ist betrachtlich geringer, némlich 0,026 emm 
oder 0,7°/o,. 0,08cmm n/20-HCl entsprechen 0,000056 mg Amino- 
stickstoff, was, verglichen mit der Genauigkeit, die Grassmann 
und Heyde®) fir ihre Methodik angeben — 0,00056 mg Amino-N 
— das in der Einleitung erwaéhnte Verhaltnis zwischen der 
Leistungsfahigkeit der beiden Methoden ergibt. 


4. Als Hauptprifung der Genauigkeit der Methode 
auf ihrem eigentlichen Anwendungsgebiet wollen wir schlieBlich 
eine unserer Versuchsreihen tiber die Spaltung von Alanylglycin mit 
einem 30°/,igen glycerinhaltigen Malzauszug anfiihren [vgl. 8. 16, 
Literatur *)]. Die Substratlésung war dieselbe, wie die in Abschnitt 4 
erwihnte, ihr px war etwa 7,6; der Malzauszug wurde durch 
viertelstiindiges Schiitteln von 10 g getrocknetem und gepulvertem 
Grimmalz mit 100 ccm 30°/,igem Glycerin und darauf folgender 
Filtration bei Zimmertemperatur bereitet. Mit einer Pipette der 
Type 1 (Volumen 7,89 emm) wurden in 22 ReaktionsgeféBe eine 
entsprechende Anzahl Tropfen des Malzauszuges abpipettiert. 
Diese wurden mit je 6,78 cmm Substratlésung vermischt, und 
wihrend in 9 Proben die Spaltung durch sofortiges Zusetzen der 
n/20-alkoholischen Salzsiure verhindert wurde, lie} man die 
Reaktion in den restlichen 13 Proben durch 3 Stunden bei 40° 
vor sich gehen. Nach Ablauf dieser Zeit wurde auch hier die 
enzymatische Spaltung durch Zusatz der alkoholischen Séure 
unterbrochen. Auf Tab. 2 sind die bei der Titration verbrauchten 
Mengen n/20-alkoholischer Salzséure angefiihrt. 
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Tabelle 2. 
Kontrollwerte Spaltungswerte 

emm n/20 alkohol. HCl cmm n/20 alkohol. HCl 
17,52 23,00 Ci 

17,52 23,02 

17,52 23,04 

17,58 23,02 

17,56 23,00 

17,58 23,04 

17,56 23,10 

17,58 23,00 

17,52 23,00 

re eee 23,06 

Mittel: 17,55 23,06 

Mittelfehler: 0,028 cmm 23,04 

23,06 

Mittel: 23,03 

Mittelfehler: 0,031 cmm 





niedrigste Spaltung 23,00—17,58 = 5,42, 
héchste - 23,10—17,52 = 5,58 
Spaltungsmittel: 5,48. 


Die gré8te Abweichung bei der neunfachen Bestimmung des 
Leerverbrauches des Enzym-Substratsystems beim Beginn der 
Spaltung ist also 0,06 cmm oder 10? x0,06/36,61 = 1,6°/,,, in- 
dem die 6,78 cmm Substratlésung wie friiher 36,61 cmm n/20 
alkoholischer Salzséure entsprechen (und wir hierbei vom Saure- 
verbrauch der Enzymlésung absehen, der sonst den relativen 
Fehler noch etwas vermindern wiirde). Rechnet man mit dem 
mittleren Fehler statt mit der gré8ten Abweichung, so wird die 
Unsicherheit 0,8°/,y. 

Nach der Spaltung ist die gré8te Abweichung unter 13 Be- 
stimmungen 0,1 cmm und der mittlere Fehler 0,031 cmm. Der 
Zuwachs an titrierbaren Aminogruppen nach einer Reaktionszeit 
von 8 Stunden bei 40° ist somit fiir 14,67 cmm Versuchsfliissigkeit 
(7,89 + 6,78) geringer als 5,58, und gréBer als 5,42 cmm; im 
Mittel 5,48 cmm n/20-HCl. Hin unter den gleichen Versuchs- 
bedingungen angestellter Makroversuch ergab umgerechnet auf 
die Substratmenge der Mikrobestimmung 5,56 cnfm. Die Uber- 
einstimmung kann zufriedenstellend genannt werden. 


5. AuBer den Hinweisen, die bei der Beschreibung der Ver- 
suchstechnik gegeben wurden, wiinschen die Verfasser auf ge- 
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wisse reelle oder scheinbare Fehlerquellen aufmerksam zu 
machen, auf die sie bei der Ausarbeitung der Methodik gestoBen 
sind und die sie entweder vermieden zu haben oder vernachlassigen 
zu kénnen glauben. Eine wichtige Fehlerquelle, die man bei der 
Anwendung von Mikromethoden immer im Auge behalten muB, 
ergibt sich aus dem mit dem abnehmenden Volumen der Fliissigkeit 
verbundenen relativen Anstieg ihrer Oberflachenerstreckung, da die 
Wahrscheinlichkeit fiir von auBen kommende Verunreinigungen 
oder fiir Substanzverlust durch Verdampfung proportional mit 
der GréBe der Oberflaiche ist. Es ist daher von Bedeutung, dab 
alle GefiBe und Apparate auf das griindlichste gereinigt werden, 
ehe man sie in Gebrauch nimmt. Die Reaktionsgefafe miissen 
vor der erstmaligen Verwendung mehrere Stunden mit einigemal 
gewechseltem Wasser gekocht werden (selbst bei EHinhaltung 
dieser VorsichtsmaBregel und bei Wah! guter Glassorten muB man 
bei der erstmaligen Benutzung auf Ungenauigkeiten gefaBt sein), 
die Pipetten miissen vor dem Gebrauch etwa 10 mal mit der Ver- 
suchsfliissigkeit gespiilt werden usw. Ebenso ist es von Wichtig- 
keit, daf der Boden der Reaktionsgefafe rund geblasen ist und 
nicht zur Festsetzung von Verunreinigungen in schwer zu er- 
reichenden Stellen Gelegenheit bietet. Dagegen hat eine aus- 
gedehnte Sterilisierung der Versuchsfliissigkeiten sich bei Spaltungs- 
zeiten unter 24 Stunden als unnotwendig erwiesen, denn ob- 
gleich die Wahrscheinlichkeit fiir eine Infektion mit verschiedenen 
Mikroorganismen und die Moglichkeit fiir deren Wachstum von der 
GréBe der Oberflaiche abhangt, ist doch diese Fehlerquelle bei dem 
Feinheitsgrad der gegenwartigen Methodik noch zu vernachlassigen. 
GleichermaBen ist die Verdampfung der Fliissigkeitstropfen im 
ReaktionsgefaB bedeutungslos, wenn nur dieses iiberall dieselbe 
Temperatur hat, was durch ein schnelles und vollstiéndiges Nieder- 
tauchen in einen Wasserthermostaten, wodurch Destillation ver- 
mieden wird, leicht zu erreichen ist. Andererseits kénnte gewib 
das Verhaltnis zwischen Luft- und Fliissigkeitsvolumen im GefaB 
bedenklich groB erscheinen, nimlich 250:14, aber eine einfache 
Rechnung zeigt, daB das Verhaltnis zwischen den Wassermengen 
im Gas- und Fliissigkeitsraum bei 40° kleiner als 1: 100 ist. (Aus 
einigen Spaltuagsversuchen mit Malzpeptidase, bei welchen wir 
durch Verteilung des Flissigkeitstropfens iiber die Wand des 
ReaktionsgefaBes die Verdampfungsoberfliche kiinstlich verviel- 
fachten, ging hervor, daB die Schnelligkeit der Enzymspaltung 
hierdurch nicht geaéndert wird, was man im iibrigen auch kaum 
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erwarten konnte, da diese Geschwindigkeit bei Malzpeptidasen 
nur wenig von der Verdiinnung abhingt.) Ahnliche Uberlegungen 
iuberzeugen von der Hinfilligkeit von Befiirchtungen beziiglich 
einer durch die GréBe des Gasraumes vermehrten Kohlensiéure- 
aufnahme durch den Fliissigkeitstropfen. 


Eine andere Fehlerquelle ist die Verstopfung der Pipetten- 
capillaren. Sie vermag, auch wenn es sich nur um eine teilweise 
und voriibergehende Verstopfung handelt, durch Verinderung der 
Auslaufszeit recht betrachtliche Fehler zu bewirken. Wie vorher 
erwihnt, miissen alle Flissigkeiten vor der Abpipettierung be- 
sonders gut filtriert werden, und es ist niitzlich, die Pipetten- 
spitzen in Wasser (oder die Alkoholpipetten in verdiinntem Alkohol) 
getaucht zu halten, wenn sie nicht gebraucht werden. Das GefiB, 
das dieses Wasser enthalt, muB bei lingeren Versuchspausen um 
die Pipette herum verschlossen werden, da sich sonst auf der 
Oberfliche eine Schmutzhaut bildet, die beim Herausheben der 
Pipette diese verstopfen kann. Man vermeidet bei Hinhaltung 
dieser VorsichtsmaBregeln viel Miihe und Beschwer. 


Eine weitere Fehlerquelle bildet der in der alkoholischen 
Salzséure geléste, von Gummischlaéuchen und -stopfen herriihrende 
Gummi, der sich bei der Beriithrung der Salzsiure mit waBrigen 
Medien ausscheidet und zu mannigfachen Stérungen AnlaB geben 
kann (Verunreinigung des Quecksilbers durch Sulfidbildung, 
Titrationsfehler, Pipettenverstopfung usw.). Um seine Menge 
soweit wie moglich zu reduzieren, ist es gut, alle Schlauch- 
verbindungen und Gummistopfen in den mit der alkoho- 
lischen Salzsiure in Beriithrung kommenden Apparatteilen nach 
Moglichkeit durch Glas zu ersetzen, und dort, wo Gummi 
absolut notwendig ist, dessen Fliche so klein wie mdéglich zu 
halten. 


SchlieBlich kénnen sich grobe Fehler bei der Titration daraus 
ergeben, daB bei konzentrierteren Substratl6sungen durch Ver- 
dampfung Krystallabscheidungen an der Oberfliche der Fliissig- 
keit im VorratsgefaiB auftreten, die infolge der Oberflichenspannung 
nicht zu Boden sinken und mit in die Pipette gesaugt werden 
kénnen. Dies ist uns bei Versuchen mit Leucylglycin wiederholt 
begegnet. Es empfiehlt sich also, die GefaBe auch in den kurzen 
Pausen zwischen den einzelnen Abpipettierungen zu verschlieBen 
und durch gelegentliches Umschiitteln der Ausbildung lokaler 
Konzentrationsdifferenzen vorzubeugen. 








3 


or 


— 





Q  Linderstrem-Lang u. Holter, Beitrage z. enzymat. Histochemie. I. 


Literatur. 


. 8S. Graff, Die mikromorphologischen Methoden der Fermentforschung 
im tierischen und pflanzlichen Organismus. Handbuch der biol. Arbeits- 
methoden. Abt. IV, Teil 1/2. 

. E. Abderhalden, Notiz zum Nachweis peptolytischer Fermente in Tier- 

und Pflanzengeweben. Diese Z, 66, 137 (1910). 

W. Grassmann und W. Heyde, Alkalimetrische Mikrobestimmung 

der Aminosaéuren und Peptide. Diese Z. 183, 32 (1929). 

M. Sato, On the Peptidases of green Malt. Comptes rend. du Labo- 

ratoire Carlsberg. Vol. 19, No. 1 (1931). 

K. Linderstrem -Lang, Titrimetrische Bestimmung von Aminostick- 

stoff. Diese Z. 178, 32 (1927). 

P, Brandt - Rehberg, A method of microtitration. Biochem. J. 19, 

270 (1925). 

E. M. P. Widmark und S. L. O@rskov, Eine neue Mikrobiirette. Bio- 

chem. Z. 201, 15 (1928). 


























Uber das Vorkommen und die Bestimmung der Oxalsiure 
im Blut. 


Von 


W. Merz und S. Maugeri. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29, Juli 1931.) 


Die vorliegenden zahlreichen Untersuchungen tiber die Rolle 
der Oxalséure im normalen und pathologischen Stoffwechsel 
haben noch nicht zu eindeutigen Ergebnissen gefiihrt. So stellte 
man verschiedentlich eine Steigerung der Oxalsiureausscheidung 
bei Diabetes, Tuberkulose, Typhus, Ikterus und anderen Krank- 
heiten fest, was von anderer Seite teils wieder bestritten wurde.") 
Fast alle bisherigen Befunde griinden sich auf die Bestimmung 
der Oxalsiureausscheidung im Harn nach der Salkowskischen 
Methode.”) Sie besteht im wesentlichen in der Fallung als Calcium- 
oxalat und Extraktion der mit Salzsiure frei gemachten Oxal- 
siure mit 10°/, Alkohol enthaltendem Ather. Im Gegensatz zu 
ilteren Autoren, welche nach dieser Arbeitsweise genaue Werte zu 
erhalten glaubten [u. a. Wegrzynowski’)|, bezeichnen W. Heub- 
ner und Gadamer?’) nach ihren Untersuchungen die Methode als 
unzuverlassig. Auch wir konnten in verschiedenen Versuchen 
weder durch Ausschitteln im Scheidetrichter noch durch Schiitteln 
auf der Maschine oder tagelange, kontinuierliche Extraktion die 
Oxalsféure einer waBrigen Lésung vollstindig entziehen. 


Als Beispiel sei folgender Versuch angefiihrt: 20 mg Oxalsiure in 
100cem Wasser wurden nach Zusatz von einigen Kubikzentimetern verdiinnter 
Salzsiure mit 1000 cem 10°/, Alkohol enthaltendem Ather in 8 Portionen 





1) Lichtwitz, Klinische Chemie 2. Aufl. S. 155/59 (1930); Garry u. 
Puffeles, Biochem. Z. 224, 331 (1930). 

*) Hoppe-Seyler-Thierfelders Handb. d. physiol. u. pathol-chem. 
Analyse 9. Aufl., 719 (1924). 
3) Diese Z. 83, 112 (1913). 
4) Zit. nach Lichtwitz, S. 155. 





32 W. Merz und 8. Maugeri, 


auf der Schiittelmaschine ausgeschiittelt. Der Atherextrakt enthielt 13,89 mg, 
entsprechend 70°/), die extrahierte Lésung 5,31 mg, entsprechend 27°/, der 
zugesetzten Oxalsaure. 

Einen viel besseren Einblick in den Oxalsiurestoffwechsel 


verspricht die Méglichkeit, den Oxalsiurespiegel im Blute selbst 
zu bestimmen. Es hat nicht an Versuchen gefehlt, hierfiir eine 


Methode auszuarbeiten. 

Guillaumin!) enteiweiBt das Serum mit Trichloressigsiure und fallt 
mit CaCl, bei pp = 5. Nach 12stiindigem Stehen und Zentrifugieren titriert 
er den Riickstand mit n/100-Kaliumpermanganat. Bei der Nachpriifung 
seiner Arbeitsweise im Blut und in Oxalsiurelésungen bekannter Konzentration 
fanden wir immer zu niedere und schwankende Werte. Leulier?) sucht in 
seiner Vorschrift, welche fiir reine Lésungen auch nach unseren Befunden 
gute Ergebnisse gibt, nach seinen Angaben aber auf Blut nicht iibertragen 
werden kann, die verschiedenen Fehlerquellen der Guillauminschen Methode 
zu umgehen. Er weist auf die erhéhte Léslichkeit des Calciumoxalats in 
Calciumchloridlésung hin und auf die Erniedrigung derselben durch Zusatz 
von Kalkwasser, welches er zur Fallung der Oxalsiure benutzt. Bei den in 
Betracht kommenden minimalen Niederschlagsmengen ist nach Leulier 
durch das dekantierende Auswaschen der Zentrifugenréhrchen ein mechanischer 
Verlust manchmal unvermeidlich. Dies wird verhindert, wenn man vor dem 
Zentrifugieren Ammoniumphosphat zufiigt. Der Oxalatniederschlag wird 
dann in mitgefalltes Calciumphosphat eingeschlossen. Die titrimetrische 
Oxydation der Oxalsiure erfolgt durch Manganisulfat, welches aus zugesetztem 
Manganosulfat nach Einwirkung von Kaliumpermanganat gebildet wird. Der 
Uberschu8 des Kaliumpermanganats wird jodometrisch bestimmt. 

Uber die Hoéhe des Oxalsiurespiegels im Blut findet man verschiedene 
Angaben. Wahrend Guillaumin im normalen Blut keine Oxalsaure und bei 
Oxalimikern Werte von 0,2—1,5 mg-°/, findet, kommen Loeper und Mit- 
arbeiter®) zu 1,5—35 mg-°/, in pathologischen Fallen. Laroche und Mit- 
arbeiter*), iiber deren Arbeitsweise wir leider nichts Naheres in Erfahrung 
bringen konnten, bezeichnen 4 mg-°/, als normal, bei sieben untersuchten 
Oxalimikern erhielten sie 5,9—7,8 mg-°/,. Alle zitierten Untersuchungen 
beziehen sich auf den Gehalt des Serums. 


Die Aussagen iiber den Oxalsiuregehalt des Blutes sind siémt- 
lich auf Grund der oxydimetrischen Titration gemacht worden. 
Von keiner Seite wurde der sichere Nachweis durch die Isolierung 
erbracht, wenn man von der alteren Angabe Salkowskis absieht, 
der nach Eingabe von Phenol im Kaninchenblut Oxalsaure aul- 


treten sah.°) 





1) Bull. Soc. Chim. biol. 9, 247 (1927). Guillaumin gibt hier auch eine 
Zusammenstellung und Kritik der friiher versuchten Methoden. 

2) Bull. Soc. Chim. biol. 11, 46 (1929). 

3) Progrés Medical, 22. juillet 1911 et Soc. Med. des Hopiteaux 21. juillet 
1911; Journ. Med. Frangais, Juin 1924. 

4) C. r. Soc. Biol. 98, 1104 (1928). 

5) Pfliigers Arch. 5, 357 (1871). 
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Um dariiber Klarheit zu erhalten, enteiweiBten wir 5 Liter 
defibriniertes Rinderblut mit dem gleichen Volumen 20°/,iger Tri- 
chloressigsiure. Das etwas iiber 6 Liter betragende Filtrat wurde 
mit 2,5 Liter geséttigtem Kalkwasser versetzt und durch tropfen- 
weisen Zusatz von 33°/,iger Natronlauge bis zur schwach alkali- 
schen Reaktion gegen Methylrot gebracht. Nach 12stiindigem 
Verweilen im Eisschrank wurden 600 cem 0,5°/,ige Magnesium- 
sulfatlésung zugesetzt und der Niederschlag scharf abzentrifugiert. 
Alsdann wurde 2mal mit Wasser gewaschen, der Riickstand in 
verdinnter Salzsiure gelést und die etwa 150 cem betragende 
Flissigkeit 60 Stunden mit Ather extrahiert. Der Extrakt wurde 
unter Zusatz von etwas Wasser abdestilliert, die waBrige Lésung 
filtriert, Natriumacetat und Calciumchlorid zugegeben, Der 
allmahlich sich bildende Niederschlag enthielt neben amorphen 
Phosphaten in der Hauptsache die typischen Krystalle des Calcium- 
oxalats. Die titrimetrische Bestimmung des Niederschlages ergab 
12,2 mg Oxalséure. Der salzsaure Extraktionsriickstand wurde 
mit Natriumacetat und Calciumchlorid versetzt, nach 12stiindigem 
Stehen im Kisschrank zentrifugiert und der Riickstand in ver- 
diinnter Salzséure aufgenommen. Das Gesamtvolumen der Lésung 
betrug jetzt noch etwa 60 ccm. Jetzt wurde 8mal mit je 100 cem 
10°/, Alkohol enthaltendem Ather auf der Maschine geschiittelt 
und der atherische Extrakt wie vorhin verarbeitet. Wieder zeigten 
sich unter dem Mikroskop die Krystalle des Calciumoxalats. 
Die Bestimmung ergab 66,7 mg Oxalséure. Als einzige organische 
Sdure mit schwer léslichem Kalksalz, welche hatte mitbestimmt 
werden kénnen, kommt nur die Citronensiure in Frage. Die mikro- 
skopische Untersuchung zeigte aber keine anderen Krystalle als 
die des Calciumoxalats. Calciumcitrat ist auch mehr wie 100 mal 
leichter léslich als Oxalat. Das erhaltene Trichloressigsdurefiltrat 
entsprach etwa 8 Liter Blut, in welchem wir 78,0 mg Oxalséure 
durch Atherextraktion finden konnten. Unser Befund beweist, 
daB die Oxalsféure, wenn auch in kleinen Mengen, ein normaler 
Bestandteil des Rinderblutes ist. Ob sie in allen Fallen ein zur 
Ausscheidung bestimmter, unverwertbarer Korper ist oder im 
physiologischen Ablauf der Lebensfunktionen irgendeine Aufgabe 
zu erfiillen hat, ist bis heute nicht geklart. 

Die Existenzfahigkeit von ldslicher Oxalsiure neben dem 
Calcium, welches in Blut sicher teilweise in ionisierter Form vor- 
handen ist, l4Bt sich mit den Verhaltnissen im Harn vergleichen, 
wo bis zu 25 mg-°/, Oxalséure gefunden werden konnten, ohne 
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daB der friseche Harn einen Niederschlag von Calciumoxalat ent- 
halten hatte.) Lichtwitz?) macht fiir das Nichtausfallen des 
Calciumoxalats die Schutzwirkung der Harnkolloide verantwort- 
lich, was in gleicher Weise auch fiir das Blut angenommen werden 
kann. Er lehnt die weit verbreitete Ansicht von Klemperer 
und Tritschler ab, welche den Magnesiumgehalt des Harns fiir 
die erhéhte Léslichkeit heranziehen wollen. In einer eingehenden 
Untersuchung zeigt Brull’), daB die Anwesenheit von Phosphaten 
oder Magnesiumsalzen in der 2—8fachen Konzentration des 
normalen Vorkommens im Serum ohne jeden EKinfluB auf die Ab- 
scheidung des Calciumoxalats ist, was wir besonders im Hinblick 
auf unsere weiter unten zu beschreibende Bestimmungsmethode 
hervorheben méchten. Die scheinbar abnorme Loslichkeit der 
Oxalsiure trotz Anwesenheit von Calciumionen kann aber auch 
teilweise durch die verschiedene Verteilung der Oxalsiure auf 
K6rperchen und Plasma verursacht werden. 

Fir die Beurteilung der Fragen des Oxalsiurestoffwechsels 
im normalen und pathologischen Organismus ist eine zuverlissige 
und vor allem fiir klinische Zwecke verhaltnismaBig einfach durch- 
fiihrbare Bestimmungsmoglichkeit des Oxalsaéurespiegels in kleinen 
Mengen Blut von groBem Nutzen. 

Verschiedene Vorversuche mit enteiweigten Blutfiltraten, 
denen bekannte Oxalsiiuremengen zugesetzt wurden, und die 
Erfahrungen bei der oben geschilderten Extraktion zeigten, dab 
die Atherextraktion fir die quantitative Bestimmung kleiner 
Oxalsiuremengen nicht anwendbar ist. Auch die direkte Be- 
stimmungsmethode nach Guillaumin versagte wohl haupt- 
sichlich aus den Griinden, die wir schon bei der Besprechung der 
Methode von Leulier dargelegt haben. 

Als einzig brauchbares EnteiweiBungsmittel erwies sich die 
Trichloressigsiéure, welche in so konzentrierter Lésung angewandt 
werden kann, daB eine dem quantitativen Ausfallen des Calcium- 
oxalats schadliche Verdiimnung vermieden wird. Zur Fallung 
benutzen wir gesiéttigtes Kalkwasser. Hin Zusatz von 0,5°/jiger 
Magnesiumsulfatlésung nach erfolgter Abscheidung des Calcium- 
oxalats hiillt den geringen Niederschlag in ein Gel von Magnesium- 
hydroxyd oder -phosphat ein und verhindert Verluste beim De- 
kantieren und Auswaschen im Zentrifugenrdéhrchen. 


1) Umber, zit. n. Lichtwitz. 
2) A. a. O. 
3) Bull. Soc. Chim. biol. 18, 466 (1931). 
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Es ware immerhin denkbar, daB das ausfallende Magnesium- 
hydroxyd aus dem Blutfiltrat organische Substanz, die Per- 
manganat verbrauchen wiirde, mitreiBen kdénnte. Um diese 
Moglichkeit nachzupriifen, verwendeten wir in Parallelversuchen 
einmal 0,05 und dann 5°/,ige Magnesiumsulfatlésung, wodurch 
der Betrag des absorbierten organischen Materials sicher ver- 
andert worden wire. Wir erhielten aber immer genau das gleiche 
Resultat. Im folgenden sei unsere endgiiltig angewandte Arbeits- 
weise ausfiihrlich beschrieben: 


Erforderliche Lésungen: 


. 20°/,ige Trichloressigsaure. 

. Gesittigtes, carbonatfreies Kalkwasser. 

. 0,2°/,ige, alkoholische Lésung von Methylrot. 
. 30°/,ige Natronlauge. 

0,5°/,ige Magnesiumsulfatlésung. 

20°/,ige Schwefelsaure. 

1°/,ige Manganosulfatlésung. 

. n/100-Kaliumpermanganatlésung. 

10°/,ige Jodkaliumlésung. 

10. n/100-Natriumthiosulfatlésung. 

11. 1°/, Starke in gesattigter Kochsalzlésung. 


SO 90 IS Ste go bo 


Fir alle Lésungen sollen nur die reinsten Priparate verwendet 
werden. 

Titerstellung der Thiosulfatl6sung: 0,5—1 cem Kalium- 
jodidlésung (9), 2 Tropfen Manganosulfat (7), 5 Tropfen Schwefel- 
siure (6), genau 2 ccm n/100-Kaliumjodatlésung werden in einem 
Kélbchen unter Zufiigen von 2 Tropfen Starkelésung (11) mit 
Thiosulfat titriert. 

Ausfiithrung: 5 ccm Blut oder Serum wird mit 5 cem Tri- 
chloressigsiure (1) unter Umriihren versetzt und nach einigen 
Minuten filtriert. 5 cem des Filtrats in ein Zentrifugenréhrchen 
pipettiert und 2 ccm Kalkwasser (2) zugefiigt. Nach Zusatz von 
2 Tropfen Methylrot (8) gibt man bis zum Verschwinden des 
roten Farbtons vorsichtig Natronlauge (4) zu und sorgt fiir gute 
Durchmischung. Man lat 12 Stunden im Eisschrank stehen und 
versetzt dann mit 0,5 ccm Magnesiumsulfat (5) und 1—2 Tropfen 
Natronlauge (4). Hierauf wird zentrifugiert und nach dem De- 
kantieren 2mal mit je 1 com Wasser gewaschen. Zum Riickstand 
fiigt man 0,5 ccm Schwefelsiure (6), 2 Tropfen Manganosulfat (7) 
und genau 2 com Kaliumpermanganatlésung (8) und mischt durch. 
Nach 8 Minuten wird mit 8 Tropfen Jodkaliumlésung (9) versetzt 
und das durch das nicht verbrauchte Kaliumpermanganat in 
Freiheit gesetzte Jod mit Natriumthiosulfat (10) titriert. 

3* 
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Berechnung: Die Differenz in Kubikzentimetern zwischen 
dem zugesetzten Volumen Kaliumpermanganat und verbrauchtem 
Thiosulfat ergibt mit 0,45 multipliziert den Gehalt von 2,5 cem 
Blut an Oxalséure in Milhgramm. 

Den Nachweis fiir die Brauchbarkeit unserer Methode suchten 
wir zu erbringen durch ihre Anwendung: 1. auf reine Oxalsaure- 
lésungen, einschlieBlich Anstellung von Blindversuchen mit reinem 
Wasser, 2. auf Blut, welchem wechselnde bekannte Mengen von 
Oxalsiure zugesetzt wurden. 

Im blinden Versuch fanden wir bei Verwendung von 5 ccm 
destilliertem Wasser anstatt des ‘Trichloressigsiure—Blutfiltrats 
keinen Verbrauch von Permanganatlésung. Uber die Ergebnisse 
bei der Analyse reiner, waBriger Oxalsiurelésungen gibt die 
folgende Tabelle AufschluB: 


Wasserfreie Oxalsiure in mg. 





Eingefiihrt Gefunden Fehler °/, 
0,286 0,290 +14 
0,287 + 0,4 
0,287 + 0,4 
0,294 +28 
0,143 0,139 — 2,8 
0,143 0 
0,137 — 4,2 
0,141 +14 
0,071 0,069 — 2,8 
0,072 + 1,4 
0,071 0 
0,070 me 
0,036 0,037 + 2,8 
0,035 — 2,8 
0,036 0 
0,035 — 2.8 








Durchschnittlicher Fehler — 0,4°/, 


Zur Priifung des Blutes verwendeten wir defibriniertes Rinder- 
blut, dessen Oxalséuregehalt nach unserer Vorschrift bestimmt 
wurde. Zum gleichen Blut fiigten wir dann vor der EnteiweiBung 
die in der 2. Tabelle angegebenen Oxalséuremengen in Milligramm- 
prozenten. 

Wie ersichtlich, wird die zugesetzte Oxalsiuremenge regel- 
maBig mit einem prozentualen Fehler, der 4°/, gewéhnlich nicht 
iibersteigt, wiedergefunden, Der aus mehreren Bestimmungen 


























Uber das Vorkommen und die Bestimmung der Oxalsaéure im Blut. 
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Blut I 


zugesetzt 
5,78 


Blut IT 


zugesetzt 
11,48 








Gefunden 


6,14 


Differenz 


5,62 
5,79 
5,96 


11,57 
12,14 
11,00 
11,86 


5,57 
6,14 
5,86 
5,86 








Fehler °/, 


— 2,8 
+ 0,2 
+ 3,1 


Bs 


Durchschnittlicher Fehler we 1,3°/,, 


sich ergebende Durchschnittsfehler ist sehr gering, besonders bei 
den reinen Lésungen der 1. Tabelle. 
In einigen Fallen untersuchten wir auch Kaninchen- und 


Menschenblut. Beim Kaninchen fanden wir wie beim Rind 6 


beim Menschen 3 mg-°/o. 


Zusammenfassung. 





9, 


1. Die Bestimmung der Oxalséure unter Verwendung der 
Atherextraktion mu8 im Harn wie im Blut als unzuverlissig ab- 


gelehnt werden. 


2. Durch ihre Isolierung konnte gezeigt werden, daB die 
Oxalséure ein regelméBiger Bestandteil des normalen Rinder- 


blutes ist. 


8. Eine einfache Bestimmungsmethode der Oxalséure im 


Blut wird angegeben. 





38 


Uber die 
Oxyaminoverbindungen, welche die Biuretreaktion zeigen.’) 


VI. Zur Kenntnis der Biuretreaktion. 
Von 
Masaji Tomita. 


(Aus dem pbhysiologisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie in Nagasaki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1931.) 


Eine zur Biuretreaktion geeignete Verbindung muB nach 
Schiff?) im Molekiile mindestens 2 Gruppen, -CONH,, -CSNH,, 
-C(NH)NH,, zum Teil auch —CH,NH, in offener Kette, nicht 
in ringformiger Bindung, enthalten und diese Gruppen diirfen 
unter sich durch nicht mehr als ein Atom Kohlenstoff oder 
Stickstoff vereinigt sein. 

Gelegentlich eines Versuches der Synthese von y-Amino-/- 
oxy-buttersiure*) fand ich, daB diese Aminoséure auch mit Lauge 
und Kupfersulfat die genannte Reaktion gibt. Es zeigte sich also, 
daB ein typischer Ausfall auBer mit den Schiffschen Grundtypen 
auch mit K6rpern erhalten wird, die im Molekiile die Gruppe 
—-CH(OH)—CH,NH, enthalten. 

Aus einer weiteren Untersuchung an verschiedenen K6rpern 
bin ich imstande, auBer der Schiffschen Regel als GesetzmaBig- 
keit abzuleiten, daB diejenigen Verbindungen reaktionsfahig sind, 
welche im Molekiil mindestens einen endstandig oder mittelstandig 
liegenden Amino-oxy-athylenrest besitzen. 

Im Nachstehenden finden sich eine Anzahl von Beispielen 
tabellarisch zusammengestellt. 


1) V. Mitteilung, Diese Z. 187, 238 (1930). 
2) H. Schiff, Liebigs Ann. 299, 236 (1898). 
3) M. Tomita, Diese Z. 124, 253 (1923). 
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Uber die Oxyaminoverbindungen, welche die Biuretreaktion zeigen. 








1. CH,NH,—CHOH-Gruppe enthaltende Verbindungen. 
CH,NH, CH,NH, CH,NH, CH,NH, 
| | | | 
CHOH CHOH CHOH CHOH 
| | | 
COOH CH,Cl CH,OH CH,NH, 
Isoserin. 1-Chlor-2-oxy- 1,2-Dioxy- 2-Oxy-1,3-dia- 
3-aminopropan. propylamin. minopropan. 
CH,NH, CH,NH, CH,NH, CH,NH, 
| | | | 
CHOH CHOH CHOH CHOH 
| | | | 
C,H; CH, CH, CH, 
-oxy-f-pheny]- | | | 
’ a COOH CH, CHNH, 
y-Amino-f-oxy- | | 
buttersaure. COOH COOH 
6-Amino-y-oxy- y-Oxy-ornithin. 
valeriansaure. 
CH,NH, CH,NH, 
| | 
CHOH CHOH 
| 
CH, bo_nu 
| | 
CHOH CH, 
| | 
COOH COOH 


6-Amino-«,y-dioxyvaleriansaure. 


Isoseryl-glycin. 


2. CH,OH—CHNH,-Gruppe enthaltende Verbindungen. 
CH,OH 


CH,OH 
| 
CH,NH, 


Athyl-amino- 
alkohol. 





CHO 
GHNH, 
éHOR 
(Hom, 
GH,OH 


Glukosamin. 








CH,OH 
| 

CHNH, 
| 

COOH 


Serin. 


| 
CHNH, 


> 


| 
C,H; 


B-Oxy-a-phenyl- 
athylamin. 


3. =CNH,—CHOH-Gruppe enthaltende Verbindungen. 


COOH COOH 

CHN H, Gun H, 

(HOH Hon 

(HOR), bu, 

CH,OH boou 
Glukosamin- 6-Oxy-glutamin- 


saure. 





saure. 
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“ CH, C,H; NOH 
| | t 
CHNH, CHNH, C—NH, 
| | | 
CHOH CHOH CHOH 
| | | 
C;H, C,H; CoH; 
Mydriatin. Dipheny]- Phenyloxatheny]- 
aithanolamin. amidoxim.') 


Die oben erwéhnten Verbindungen geben mit Lauge und 
Kupfersulfat eine violette oder blauviolette Farbung. 

Die hier beschriebene neue GesetzmaBigkeit der Biuret- 
reaktion kann vielleicht zur Konstitutionsfrage des Eiweibes 
etwas beitragen, da ein natiirliches Vorkommen der biuretgebenden 
Aminoséuren, wie z. B. des Serins und der Oxyglutaminsiaure 
bekannt geworden ist und eine derartige Oxyaminosaure eine Rolle in 
der Biuretreaktion der Eiwei8k6rper spielen kann, wenn die Amino- 
und Hydroxylgruppe derselben im [iweifmolekiil freibleiben. 


Diese Arbeit wurde zum Teil mit Mitteln ausgefiihrt, die 
mir von der Kaiserlichen Akademie zur Férderung der Wissen- 
schaften bewilligt waren, wofiir ich derselben zu aufrichtigem 
Dank verpflichtet bin. 


VII. Zur Kenntnis primar-quartarer Basen, 
welche die Biuretreaktion geben.) 
Von 
Tomokichi Fukagawa. 





Nachdem 8. Gabriel®) und M. Boese*) durch Einwirkung 
von Brom-athyl- und Brompropyl-phthalimid auf Pyridin und 
nachherige Abspaltung des Phthalylrestes primar-quartire Basen 
erhielten, war es von Interesse, auch das Verhalten des Chlor-oxy- 
propyl-phthalimids gegen Pyridin-, Chinolin- und Isochinolinbasen 
zu studieren. Man durfte erwarten, dai auch hier der ProzeB in 
gleicher Weise wie bei Athyl- und Propylverbindung verlaufe: 





1) H. Schiff [Liebigs Ann. 299, 258 (1898]) beobachtete fiir diesen 
K6rper eine violette Farbung, welche auf Zusatz von mehr Kali verschwindet- 

2) VI. Mitteilung, Uber die Oxyaminoverbindungen, welche die Biuret- 
reaktion zeigen, Dieser Band, S. 38. 

3) S. Gabriel, Ber. chem. Ges. 58, 1985 (1920). 

*) M. Boese, Ber. chem. Ges. 538, 1994 (1920). 
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yi 

I | » 4 Cl-CH,-CHOH-CH,-N(CO),C,H, 
_ 
N 


z rc ~S, 
a 
N—CH,-CHOH-CH,-N(CO),0,H, 
| 
Cl 


1 - jy, 
| | | + Cl-CH,-CHOH:-CH,-N(CO),C,H, 
- &§ Nia il ne pi 
3 ff " yr, 
n _ | 
e § oo Nell laaaat 
| NCH, CHOW CH, N(OO, OH, 
» & Cl 
fyi, 
Il = 
, \ UX UN + Cl-CH,-CHOH-CH,+N(CO),C,H, 
pes 
; —. _/N—CH, CHOH CH, N(CO),C,H, 


Cl 

Tatsachlich verbinden sich diese Kérper mit der Chlorverbin- 
dung leicht, wobei Additionsprodukte entstehen. 

Figt man zur waBrigen Losung der Additionsprodukte 
feuchtes Silberoxyd, so entstehen durch Austausch von Cl gegen 
OH verschiedene quartére Ammoniumbasen (IV), welche dann 
aber zunachst durch Wasseranlagerung in die Aminsiuren (V) 
und danach unter Wasserabspaltung zwischen Carboxyl und dem 
Hydroxyl der Ammoniumbasen in die  betainartigen Ver- 
bindungen (VI) tbergehen. 


oe eet 





; IV R= N—CH,-CHOH -CH,-N(CO),C,H, 
' ) cl —» R=N—CH,-CHOH-CH,-N(CO),C.H, 
OH 
| —> V R—N—CH,-CHOH-CH,:NH-CO-C,H, 
n OH COOH 
: —» VI R=—N—CH,.CHOH:-CH,-NH 
| 
| CO 
| — CO-C,H, 
R=C,H, oder C,H,. 
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Aus den Kondensationsprodukten gehen durch Abspaltung 
des Phthalylrestes verschiedene primar-quartire Basen (VII) 
hervor. 


(VII) R=N-CH,-CHOH-CH,-NH,-HCl, wo R=C,H,; oder C,H,. 
| 
Cl 

Diese Reaktion verlauft ganz in gleicher Art, als es: Se- 


shadri+) und Baldwin?) in ihren Abhandlungen von Amino- 
alkyl-chinolinsalzen angeben. 


I. Verhalten des y-Chlor--oxy-propyl-phthalimids gegen Pyridin. 


30 g Chlor-oxy-propyl-phthalimid und 10 cem Pyridin geben, 
im Kolben am RiickfluBkiihler auf dem Wasserbade erhitzt, 
zunichst eine klare Lésung, die nachher allmaéhlich zu erstarren 
beginnt und schlieBlich voéllig fest ist. Nach 4stiindigem Erhitzen 
wird die krystallinische Masse mit Ather gewaschen, der un- 
verdindertes Pyridin aufnimmt. Das Produkt ist nicht in Ather, 
leicht in heiBem Wasser, méBig in kaltem Alkohol léslich und 
krystallisiert aus Wasser in groBen Krystallaggregaten, die bei 
238—239° schmelzen. Sie sind 


y-Phthalimido-f-oxy-propyl-pyridyliumchlorid, 
C,H,0,:N-CH,-CH(OH)-CH,-N=C,H; . 


Cl 
0,1465 g Substanz gaben 0,3203 g CO, und 0,0646 g H,0. 
0,1567 g - » 13,2 ccm N (24,5°; 758 mm). 
0,3096 g ‘ verbrauchten 9,35 ccm 1/,)-n-AgNO3. 
Cy6H;N20,Cl 
Ber. C 60,28°/, H 4,71°/, N 8,79°/, Cl 11,11°/, 
Gef. ,, 59,63 »» 4,93 »» 9,35 »» 10,71 


Das Pikrat, C,,H,;N.0,°CgH,(NO,.)3, scheidet sich auf Zusatz 
von heifer Pikrinséiureldsung beim Erkalten in feinen Nadeln 
vom Schmelzp. 227—228° ab. 

0,1209 g Substanz gaben 14,7 ccm N (26,5°; 760 mm). 

C,.H,;N,0, Ber. N 13,69°/, Gef. N 13,38°/, 

Das entsprechende Chloro-platinat, (C,g.H,;N,0,Cl),PtC],, 
bildet orangerote, schwerlésliche Nadeln und schmilzt gegen 218° 
unter Zerfall. 





2 


1) T. R. Seshadri, J. chem. Soc. London Jg. 1929, S. 2952. 
)A 


. W. Baldwin, J. chem. Soc, London Jg. 1929, S. 2959. 
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0,4546 g Substanz gaben 0,0917 g Pt. 
C;.H;,N,0,PtCl, Ber. Pt 20,04°/, Gef. Pt 20,17°/, 


Figt man zur waBrigen Lésung des Chlorids feuchtes Silber- 
oxyd, so fallt Chlorsilber aus, und die Fliissigkeit nimmt voriiber- 
gehend stark alkalische Reaktion an; die abfiltrierte Losung wird 
beim Erwarmen bald neutral und liefert beim Eindampfen einen 
Sirup, der schlieBlich erstarrt. Das Produkt ist hygroskopisch, 
iuBerst wasserléslich und die wiBrige Lésung reagiert gegen Lack- 
mus neutral. 

0,1431 g Substanz gaben 0,3301 g CO, und 0,0743 g H,O. 

C,sHi N20, Ber. C 64,009, -H 5,33, 
Gef. ,, 62,91 » 5,81 


Nach den Analysen ist dem K6rper die betainartige Kon- 
stitution zuzuschreiben: 
C,H,—N-CH,-CH(OH) -CH,-NH-CO 
| 


6 co Pods = CoH i.N,0, 





Wenn der Betainkérper (0,3 g) mit 30 ccm 1°/jiger Pikrin- 
siurelédsung bis zur Losung gelinde erwarmt wird, scheidet sich 
beim Erkalten ein Pikrat in Nadeln und Tafeln ab, die bei 223 bis 
224° unter Schéumen schmelzen. Dabei verbindet sich das Betain 
mit 2 Molekiilen Pikrinsiéure; sie haben also die folgende Kon- 


stitution: 
O-C,H.(NOz)3 


| 
C;H;=N-CH,:CH:CH,:-NH-CO-C,H,COOH . 
O . C,H.(NO,), 
0,1262 g Substanz gaben 17,1 cem N (21,3°; 757 mm). 
C.3HoyN,04, Ber. N 15,14°/, Gef. N 15,26°/, 


Zur Abspaltung des Phthalylrestes kocht man das Chlorid, 
C1,H,; N,O,Cl, mit der 5fachen Menge 20°/,iger Salzséure 5 Stunden 
unter RickfluBkiihler, filtriert nach dem Erkalten und dampft 
das Filtrat ein. Der erstarrte Riickstand liefert aus siedendem 
Alkohol rechteckige Tafeln, die bei 229° schmelzen. Das Salz ist 


salzsaures y-Amino-/-oxy-propyl-pyridyliumchlorid, 
C,H, —N-CH,-CH(OH)-CH,-NH,,HCl 
‘1 


0,1809 g Substanz verbrauchten 16,22 ccm 1/,)-n-AgNO,. 
C,H,,ON,Cl, Ber. Cl 31,56°/, Gef. Cl 31,78°/,. 
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Konzentrierte waBrige Losung dieser Verbindung zeigt mit 
Lauge und Kupfersulfat eine blauviolette Farbung. 


II. Chlor-oxy-propyl-phthalimid und Chinolin. 
y-Chlor-f-oxy-propyl-phthalimid reagiert mit Chinolin wesent- 
lich schwerer als mit Pyridin. Erst wenn man das (etwa 
molekulare) Gemisch 12 Stunden im Olbad (180—140°) erhitzt 
hat, erstarrt es beim Erkalten krystallinisch. Die Masse laBt sich 
nach dem Auswaschen mit Ather aus heiSem Wasser umkrystalli- 
sieren. Die Krystalle bestehen aus 


y-Phthalimido-f-oxy-propy!-chinolyliumchlorid, 
C.H,0,: N-CH,-CH(OH)-CH,-N=C,H, . 
i 
0,1430 g Substanz gaben 0,3432 g CO, und 0,0526 g H,O. 
C.pH,;N,0,Cl Ber. C 65,119/, H 4,61°/, Cl 9,63°/, 
Gef. ,, 65,46 wo yee »» 9,36 

0,3171 g Substanz verbrauchten 8,36 ccm 1/,9-n-AgNO,. 

Der Ko6rper ist nicht in Ather, leicht in hei8em Wasser léslich 
und krystallisiert aus letzterem in flachen Prismen, die bei 265 bis 
266° schmelzen. Ausbeute 35°/, der Theorie. 

Zur Darstellung des Pikrats, C.9H,,N.O,°:CgH,(NO,)3, lést 
man das Chlorid in hei®er Pikrinsiurelésung, wonach sich feine 
Nadeln abscheiden; sie schmelzen bei 242°. 

0,1376 g Substanz gaben 14,8 ccm N (8,4°; 765 mm). 

CocHigN;01 Ber. N 12,48°/, Gef. N 12,999, 

Das Chloroplatinat, (C,9>H,,N,O;Cl),PtCl,, besteht aus orange- 
roten Nadeln, die bei 289° schmelzen. 

0,2602 g Substanz gaben 0,0468 g Pt. 

CyH3,N,O,PtCl, Ber. Pt 18,18°/, Gef. Pt 17,98°/, 

Das Pikrat des Betainkérpers, C,H,(NO,)3-O-N(=C,H,): 
CH, -CH{—O-C,H.(NO,)3|-CH,-NH-CO-C,H,COOH, krystallisiert 
in goldgelben, mikroskopischen Nadeln, die bei 280° schmelzen. 

0,1191 g Substanz gaben 15,3 ccm N (23°; 758 mm). 

C,.H,.0,,N, Ber. WN 14,18°/, Gef. N 14,37°/, 

Die Hydrolyse des Phthalimido-oxy-propyl-chinolyliumchlorids, 
CyH,=N(-Cl) -CH,-CH(OH) -CH,-N=0O,C,H,, mit Salzséure fihrt 
zum y-Amino-f-oxy-propyl-chinolyliumchlorid-chlorhydrat, CgH,= 
N(—Cl) CH, :CH(OH)-CH,-NH,:HCl, das aus heiBem Alkohol in 
glinzenden Prismen vom Schmelzp. 271—272° anschieBt. 
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0,2503 g Substanz verbrauchten 18,31 ccm 1/,9-n-AgNQs. 
C,.H,,N,OCI, Ber. Cl 25,82°/, Gef. Cl 25,94°/, 


Diese Verbindung reagiert gegen Alkalien sehr empfindlich 
und darum zeigt sie, im Gegensatz zum Pyridinsalz, keine Biuret- 
reaktion. Merkwiirdigerweise gibt sie aber eine Jaffésche Kreati- 
ninreaktion. 


Ill. y-Chlor-f-oxy-propyl-phthalimid und Isochinolin. 


50 g Chlorkérper und 80 cem Isochinolin wuraen gemischt, 
im Olbad 6 Stunden auf 130° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde 
die krystallinisch erstarrte Masse mit Ather gewaschen und dann 
aus heifem Wasser umkrystallisiert. Die in Rhomben oder Nadeln 
krystallisierten K6érper schmelzen bei 255°. Die Ausbeute betrug 
50°/, der Theorie. Die Analyse ergab: 

0,1540 g Substanz gaben 0,3720 g CO, und 0,0649 g H,O. 

0,3330 g - verbrauchten 8,7 ccm 1/,)-n-AgNO,. 

C.9H,,N,0,Cl Ber. C 65,11°/, HH 4,619/, Cl 9,63%/, 
Gef, ,, 65,88 » 4,71 9 9,27 
stimmt also auf y-Phtalimido-f-oxy-propyl-isochinonlyliumchlorid, 
C,H,(CO),.°N-CH,CH(OH) -CH,-N=C,H,. 
I 
Cl 

Das Pikrat des Chlorids, C.9>H,,N,0,°:C,H,(NO.)5, bildet gelbe 
Nadeln und schmilzt bei 197—198°. 

0,1323 g Substanz gaben 14,3 ccm N (8,5°; 763 mm). 

Cr ¢HypN;010 Ber. WN 12,48°/, Gef. N 13,00°/, 

Das zugehérige Platinsalz, (C,9>H,,N,O,Cl),PtCl,, tritt in 

ziegelroten, rechteckigen Tafeln auf, die bei 227° schmelzen. 


0,2080 g Substanz gaben 0,0381 g Pt. 
Cyp9H3,N,0,C]l,Pt Ber. Pt 18,18°/, Gef. Pt 18,31°/, 


Den entsprechenden Betainkoérper, 
C,H,=N-CH,-CH(OH):CH,-NH-CO. 
| Joos » 
O CO 





stellt man mittels Silberoxyds aus dem Chlorid her. Da das Betain 
schwer krystallisierbar ist, l4Bt man es als Pikrat ausscheiden. 

Das Pikrat des Betainkérpers, C,H,(NO,),-O-N(=C,H,) -CH,- 
CH] -O-C,H,(NO,),]-CH,:-NH-CO-C,H,:COOH, bildet gelbe Tafeln 
und Nadeln, die bei 192—193° schmelzen. 


09,1203 g Substanz gaben 15,9 ccm N (27,8°; 754 mm). 
C3.H.0,,N, Ber. N 14,18°/, Gef, N 14,32°/, 
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Zur Hydrolyse wird y-Phthalimido-/-oxy-propy]-isochinolylium- 
chlorid mit der 5fachen Menge 20°/,iger Salzsiure 5 Stunden am 
RiickfluBkiihler gekocht. Nach dem Abkihlen und Verdiinnen 
filtrierte ich von der Phthalsiure ab und dampfte das Filtrat zur 
Trockne ein. Der krystallinische Riickstand wird aus heiBem 
Alkohol umkrystallisiert. Er besteht aus y-Amino-f-oxy-propy]l- 
isochinolyliumchlorid-chlorhydrat , C,H,=N(—Cl)-CH,-CH(OH): 
CH,:NH,:HCl, das in groBen Aggregaten krystallisiert. Sie 
schmelzen bei 258° Gegen meine Erwartung zeigt der Korper 
keine Biuretreaktion, da er gegen Alkalien sehr empfindlich ist und 
beim Zusatz von Lauge eine heftige Reaktion eintritt. Die 
Jaffésche Kreatininreaktion fallt hierbei positiv aus. Die Analyse 
ergab: 

0,1847 g Substanz verbrauchten 13,28 ccm 1/,)-n-AgNOs. 

C,,H,.N,OCl Ber. Cl 25,82°/, Gef. Cl 25,45°/, 


Diese Arbeit wurde zum Teil mit Mitteln ausgefihrt, die 
Herrn Prof. Tomita von der Kaiserlichen Akademie bewilligt 
waren, wofiir wir derselben zu aufrichtigem Danke verpflichtet sind. 
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Mechanismus und Kinetik der Acyloinbildung bei der Garung. 
3. Mitteilung tiber Acyloine.}) 


Von 
Wilhelm Dirscherl. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Juli 1931.) 


A. Allgemeines. 1. Einleitung 8. 47. — 2. Ziel der Arbeit S. 49. — 
3. Mechanismus der Bildung von Phenyl-acetyl-carbinol S. 50. — 4. Mecha- 
nismus der Acetoinbildung 8.51. — 65. Die Versuche iiber Glyoxylsiure- 
girung von Stepanow und Kusin 8. 56. — 6. Die Kinetik der Acetoin- 
bildung S. 58. 

B. Versuche. 1. Die Vergirung von Brenztraubensduresulfit ohne und 
mit Zusatz von Acetaldehyd S. 68. — 2. Kinetik der Acetoinbildung im Zu- 
sammenhang mit der Vergérung der Brenztraubensiure S. 69. — 3. Schadi- 
gung der Carboxylase durch Einwirkung von Hitze 8. 73. — 4. EinfluB von 
Chloroform auf die Garung der Brenztraubensaure S. 74. 


A. Allgemeines. 


1. Einleitung. 

Vergirt man Zucker oder Brenztraubenséure bei Anwesen- 
heit von Benzaldehyd, so entsteht nach Neuberg und Hirsch?) 
Phenyl-acetyl-carbinol (Cg,H;-CHOH:CO-CH,;). Unterwirft man 
dagegen Brenztraubenséure allein oder Zucker unter Zusatz von 
Acetaldehyd der Hefegirung, so wird Acetoin (CH,-CHOH-CO: 
CH) gebildet.*) Bei Verwendung von frischer Hefe sind die 
Reaktionsprodukte optisch aktiv, mit Macerationssaft entstehen 
die Racemkérper. 

Neuberg und seine Mitarbeiter schrieben diese Reaktionen 
der Wirkung eines neuen Fermentes zu, das sie ,,Carboligase‘ 


1) 2. Mitt.: Dirscherl, Diese Z. 188, 225 (1930). 

*) Biochem. Z. 115, 282 (1921). 

3) Hirsch, Biochem. Z. 181, 178 (1921); Neuberg u. Reinfurth, 
Biochem. Z. 148, 553 (1923). 
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nannten. Wahrend bei den bekannten Fermentsynthesen die Um- 
kehrung einer Hydrolyse vorliegt, eine Verbindung von Kohlen- 
stoffatomen mit anderen Atomen hergestellt wird, handelte es 
sich hier um die Verkniipfung von 2 Kohlenstoffatomen mit- 
einander, also um etwas wirklich Neuartiges in der Ferment- 
chemie. Oppenheimer schrieb mit Recht, daB die ,,Carboli- 
gase’ im System der Fermente nicht unterzubringen sei.) 

Rosenthaler hat darauf hingewiesen, daB die von ihm auf- 
gefundene Synthese von Benzaldehydcyanhydrin aus Benzaldehyd 
und Blausiure mittels Emulsin ebenfalls eine Bildung von Kohlen- 
stoffketten darstellt.2) Ich méchte hier nicht auf diese Ansicht und 
die gegenteilige Meinung Neubergs*) niher eingehen. Nur auf 
eines will ich an dieser Stelle hinweisen. Neuberg machte darauf 
aufmerksam, daB es sich bei der Synthese des Benzaldehydcyan- 
hydrins um einen Vorgang handle, der sich auch ohne Ferment 
verwirklichen laBt, wogegen dies bei der Acyloinbildung nicht 
moglich sei, Dieser Unterschied 1aé8t sich nicht aufrecht erhalten, 
da man Acetoin auch ohne Ferment auf ahnlichem Wege dar- 
stellen kann. 

Ich konnte vor etwa einem Jahre erstmals zeigen, daB auch 
bei nichtfermentativer Decarboxylierung der Brenztraubensaure 
Acetoin sich bildet.4) Bestrahlt man némlich waBrige Brenz- 
traubensiure mit ultraviolettem Licht, so entsteht quantitativ 
Acetoin. Da gleichzeitig gefunden wurde, da auch Acetaldehyd 
bei der Belichtung in Acetoin iibergeht, konnte der Hinwand 
gemacht werden, daB der bei der Decarboxylierung intermediir 
auftretende Acetaldehyd infolge Strahlenwirkung Acetoin liefert. 
Die Frage lieB sich experimentell entscheiden. Wird das Licht 
durch ein Filtergefa8 mit Acetaldehyd geschickt, so werden alle 
Lichtstrahlen eines bestimmten Wellenbereiches, in dem der 
Aldehyd absorbiert, im FiltergeféB® zuriickgehalten und das Licht, 
das in das ReaktionsgefaiB eintritt, kann von Acetaldehyd nicht 
mehr absorbiert werden. Infolgedessen bleibt der Aldehyd hinter 
dem Filter unveraindert. Bestrahlt man nun Brenztraubensaure 
mit diesem gefilterten Licht, so wird sie decarboxyliert, da sie 
teilweise andere Wellenliéngen absorbiert. Auch unter diesen 
Bedingungen, bei denen Acetaldehyd unverandert bleibt, erhalt 





1) Die Fermente und ihre Wirkungen 2, 1561 (1926), 
2) Biochem. Z, 128, 606 (1922). 

8) Biochem. Z. 115, 289 (1921); 128, 608 (1922), 

‘) 2. Mitt.: a. a. O. 
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man quantitativ Acetoin. Die SchluBfolgerung ist klar und einfach: 
,,Was bei der Hefegirung der Brenztraubensiure die Carboxylase 
bewirkt, bringen bei der Belichtung die langwelligen Strahlen des 
Ultraviolett zustande. Was nach der Ansicht von Neuberg und 
seinen Mitarbeitern die ,,Carboligase‘‘ beeinflussen soll, die Um- 
wandlung des nascierenden Acetaldehyds in Acetoin, geht bei 
meinen Versuchen von selbst vor sich, ohne ein weiteres Agens, 
einfach im Gefolge der Decarboxylierung. Ob die Acetoinbildung 
mit der Brenztraubenséiurespaltung gekoppelt ist oder nicht, ist 
fiir die ganze Frage belanglos, da die eine wie die andere Auffassung 
sowohl fir das Hefeverfahren wie fiir die Bestrahlungsversuche 
gelten wiirde™.?) 

Es wurde weiterhin erwogen, welche Schliisse sich aus den 
gefundenen Tatsachen fir die Frage der Existenz einer ,,Carboli- 
gase‘ ergeben. Es steht nichts im Wege anzunehmen, daB fiir die 
Acetoinbildung bei der Decarboxylierung der Brenztraubensiure 
mittels Hefe nur Carboxylase notwendig ist, um den nascierenden 
Acetaldehyd zu liefern, der, wie bei der Belichtung, von selbst in 
Acetoin tbergeht. Ungeklirt bliebe nur die Tatsache, daB bei 
Verwendung von frischer Hefe optisch aktives Acetoin entsteht. 
Andererseits ist es mit der Neubergschen Auffassung nicht ohne 
weiteres verstaéndlich, daB Macerationssaft inaktives Acyloin 
liefert. Der Unterschied zwischen zellhaltiger und  zellfreier 
Garung ist sowohl nach der Neubergschen Auffassung wie nach 
der meinigen vorléufig unerklart. Da diese Frage experimentell 
erst entschieden werden muB, soll nicht weiter dariiber diskutiert 
werden. Das Ergebnis meiner Versuche fabte ich dahin zusammen, 
daB die Existenz der ,,Carboligase zwar nicht grundsiatzlich 
unmdéglich sei, aber erst erwiesen werden miisse. 


2. Ziel der vorliegenden Arbeit. 

Diese Mitteilung soll sich mit dem Mechanismus und der 
Kinetik der Acyloinbildung bei der Giarung beschaftigen. Ich 
hatte bisher der Einfachheit halber immer davon gesprochen, 
daB der nascierende Acetaldehyd mit fertigem Aldehyd Acyloin 
bildet, mit dem Vorbehalt, daB méglicherweise die Vorstufe des 
Aldehyds, die Brenztraubenséure, mit Aldehyd reagiert und dann 
erst Decarboxylierung stattfindet. Es ist aus allgemeinen und 
besonderen Griinden wiinschenswert, in diese Frage Klarheit zu 
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sich erst an die Brenztraubensaure anlagert und diese Verbindung 
dann zu Acyloin decarboxyliert wird, so ware die Existenz der 
.,Carboligase“ auBerordentlich wahrscheinlich gemacht, denn allein 
reagieren diese beiden Substanzen nicht miteinander. Die Kenntnis 
der Kinetik der Acyloinbildung im Zusammenhang mit der De- 
carboxylierung der Brenztraubenséure ist von besonderer Wichtig- 
keit bei den Versuchen, die ,,Carboligase’* zu inaktivieren, wie 
spiiter gezeigt werden kann. 


3. Mechanismus der Bildung von Phenyl-acetyl-carbinol. 
Neuberg und Mitarbeiter!) lassen die Frage offen, ob erst 
Benzaldehyd an Brenztraubenséure angelagert wird und die ent- 
standene Saure durch Kohlenséurespaltung zum Acyloin fihrt: 
CH,—C—COOH + H—C—C,H, —> CH,—C—COOH 


l a 
0 O OH C<oH 


> CH,—CHOH—C—C,H, , 
| 
I O 


oder ob zunichst durch Decarboxylierung der Brenztraubensaéure 

eine alloiomorphe(am) Form des Acetaldehyds auftritt, die infolge 

ihrer Reaktionsfaihigkeit mit Benzaldehyd Acyloin bildet?): 

CH,—C—COOH ~> CH,—C—H + H—C—C,H, —> CH,—C—CHOH—C,H, 
| (am) | | | | 

O O O O 

II 
(DaB sich Benzaldehyd unter dem Einflu8 von Hefe nicht an 
stabilen Acetaldehyd anlagern kann, haben Neuberg und Hirsch 
gezeigt.) 

Man miiBte diese beiden Méglichkeiten eigentlich ohne weiteres 
unterscheiden kénnen, denn im ersten Falle entsteht Benzoy!- 
methylearbinol (I), im zweiten Falle dagegen Phenyl-acety!- 
earbinol (II). Der besseren Verstaéndigung halber seien die beiden 
fraglichen Kérper im folgenden kurz als Ketol I und Ketol IJ 


bezeichnet. 
Neuberg und Ohle*) haben das Reaktionsprodukt des Géarungs- 


versuches durch Uberfiihrung in eine andere bekannte Substanz als Ketol II 
identifiziert, halten aber eine Umwandlung der Isomeren ineinander nicht 
fiir ausgeschlossen, so da die Frage nach der Natur des Reaktionsproduktes 


nicht sicher beantwortet ist. 


1) N. u. Hirsch, Biochem. Z. 115, 289 (1921). 
2) N. u. Kobel, Z. angew. Chem. 38, 76i (1925). 
8) Biochem. Z. 127, 327 (1922); 128, 610 (1922). 
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Einige Zeit spiter wies Faworsky') darauf hin, daB es ihm gelungen 
sei, sowohl mit Alkohol und Schwefelsiure wie in giarender Zuckerlésung 
Ketol I in II umzuwandeln. Nach Faworsky soll die Acyloinbildung so vor 
sich gehen, da8 erst Benzaldehyd und Brenztraubensaure miteinander reagieren 
und dann durch Kohlensaurespaltung das Ketol I entsteht, das sich in sein 
Isomeres verwandelt. Identifiziert wurden die beiden Ketole in Form ihrer 
Semicarbazone. Der Schmelzpunkt des Derivatés von I wurde bei 188—189°, 
der des aus dem Reaktionsprodukt hergestellten Semicarbazons bei 195° 
vefunden. 

Nun haben aber v. Auwers und Mauss?) in einer neueren Arbeit dar- 
vetan, daB beide Ketole Semicarbazone geben, die nach dem Umkrystallisieren 
bei 193—194° schmelzen. Der Schmelzpunkt der Rohprodukte schwankt und 
wird durch die Art des Erhitzens sehr beeinfluBt. Die Priifung des Misch- 
schmelzpunktes beider Derivate ergab keine Depression, es entsteht also aus 
beiden Ketolen ein und dasselbe Semicarbazon. Auf eine nahere Charakteri- 
sierung dieses sicheren Ergebnisses kann hier nicht eingegangen werden. 
Wichtig ist, daB man die beiden isomeren Ketole durch Bildung der Semi- 
carbazone nicht voneinander unterscheiden kann. Die von Faworsky be- 
hauptete Umlagerung ist also nicht bewiesen. AuBerdem haben v. Auwers 
und Mauss keinerlei Ubergang der Ketole ineinander beobachten kénnen. 


Nach alledem darf man annehmen, daB bei der Giérung das 
Ketol II entsteht. Das ist durch die Untersuchung von Neuberg 
und Ohle gesichert, wenn Umlagerungen ausgeschlossen sind. 


Demnach findet nicht erst Anlagerung von Benzaldehyd an 
brenztraubensaéure statt, sondern diese wird zunachst decarboxy- 
liert und der nascierende Acetaldehyd reagiert mit einem Molekiil 
Benzaldehyd unter Bildung von Ketol II, dem Phenyl-acety|- 
carbinol. 


4. Mechanismus der Acetoinbildung. 


Die Zuckergirung ist bei den folgenden Betrachtungen auBer 
acht gelassen worden. Sie bietet grundsatzlich dasselbe Bild wie 
die Gaérung der Brenztraubensiure, mit dem einen Unterschied, 
daB infolge der ausgeglichenen Oxydoreduktionsvorgange Acetoin 
erst bei Zusatz von Acetaldehyd gebildet wird. Dadurch werden 
die Verhaltnisse hier uniibersichtlich. Hs ist auch noch aus einem 
anderen Grunde gut, wenn man sich auf die Betrachtung der 
Brenztraubenséuregérung beschrankt. Dank der Untersuchung 
von Neuberg und May?) kennt man hier die genaue Bilanz und 
welB, daB auBer Kohlenséure und <Acetaldehyd nur Acetoin 
entsteht. 


1) Bull. Soc. chim. France [4] 39, 216 (1926). 
2) Biochem. Z. 192, 200 (1928). 
3) Biochem. Z. 140, 299 (1923). 
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Wie bei der Bildung von Methyl-phenyl-ketol bestehen zwei 
Moglichkeiten fiir die Bildungsweise. Entweder es lagert sich 
Acetaldehyd, der im Verlaufe der Girung entstanden ist, erst 
an Brenztraubenséure an und dieses Zwischenprodukt CH,: 
COH(COCH,)-COOH liefert unter Kohlensiureabspaltung Acetoin 
oder es reagieren 2 Molekiile Acetaldehyd direkt miteinander. Da 
der Aldehyd erst bei der Gérung gebildet wird, besteht auBerdem 
noch die Moéglichkeit, daB er entweder nascierend oder stabilisiert 
in Reaktion tritt, gleichgiiltig, ob dies auf dem einen oder anderen 
der erwihnten Wege geschieht. 


Aus den Arbeiten von Neuberg und Mitarbeitern geht hervor, dab 
glykogenfreie Hefe bzw. Macerationssaft, der ja keine Selbstgirung mehr auf- 
weist, nicht imstande ist aus Acetaldehyd allein Acetoin zu bilden.') 2 Mole- 
kiile stabilen Acetaldehyds kénnen also unter dem EinfluB der Hefe nicht 
miteinander reagieren. Diese Méglichkeit fallt weg. 

Neuberg hat vor einem Jahr?) eine Abhandlung mit dem Titel: ,,Photo- 
chemische und phytochemische Acyloinbildung (carboligatische Wirkung)‘ 
veréffentlicht, auf die in dieser und der folgenden Mitteilung noch mehrmals 
eingegangen werden muB. Darin erwihnt Neuberg unter anderem, daB es 
Elion®) gelungen sei mittels Hefe aus stabilen Ausgangsmaterialien Acetoin 
zu erhalten. Gemeint ist zweifellos folgender Versuch: Eine 3°/,ige waBrige 
Acetaldehydlésung lieferte nach Zugabe von 10°/, PreBhefe im Verlauf von 
einigen Stunden eine ,,kraftige Acetyl-methyl-carbinolreaktion“, im Gegensatz 
zu den Kontrollversuchen ohne Acetaldehyd. Elion schloB aus diesem Be- 
fund, daB es fiir die Acetoinbildung nicht notwendig sei, daB ein Teil der 
Aldehydmolekiile in nascierender Form vorhanden wire. Elion hat sich 
nicht dariiber geauBert, ob die von ihm verwendete Hefe eine starkere oder 
schwachere Selbstgérung aufwies. DaB Selbstgirung auftrat, kann man aber, 
auBer aus anderen Tatsachen, aus einer Bemerkung in seiner Arbeit schlieBen.') 
Es ist klar, daB die Kohlehydrate der Hefe bei Abwesenheit von Acetaldehyd 
ebensowenig Acetoin liefern wie die Vergirung von zugesetztem Zucker; 
ebenso wird aber bei Zusatz von Acetaldehyd Acetoin auftreten. Es ist un- 
erklirlich, warum Elion seine eigenen Versuche fiir beweiskraftiger halt als 
die einwandfreien Experimente Neubergs mit glykogenfreier Hefe. Mit 
kohlehydrathaltiger Hefe hatte Neuberg friiher auch Acetoin erhalten 
(10—30°/, der zugesetzten Aldehydmenge), diesen Befund aber richtig gedeutet. 
Die SchluBfolgerungen von Elion sind abzulehnen. Warum Neuberg neuer- 
dings die Versuche Elions anders erkliren will als seine eigenen friiheren 
Versuche, ist mir unbekannt. 

Kin anderer Versuch Elions aus der gleichen Arbeit ist hier noch zu 
erwihnen. Bei kraftiger Liftung von PreBhefe in einer 5—10°/,igen waBrigen 
Alkohollésung entstand Acetoin, wogegen im Kontrollversuch ohne Alkoho! 
keins gebildet wurde. Elion zieht den SchluB, daB es sich hier nicht, oder 


1) Biochem. Z. 148, 553 (1923); 156, 374 (1925). 
2) Biochem. Z. 225, 238 (1930). 

3) Biochem. Z. 171, 40 (1926). 

4) A.a. O., S. 44. 
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wenigstens nicht ausschlieBlich um eine Wirkung von Kohlehydraten der 
Hefe handle. Das ist unrichtig, wie schon oben gesagt. Die Erklarung fiir den 
Versuch ist sehr wahrscheinlich folgende: der aus dem Alkohol entstehende 
Aldehyd wirkt wie zugesetzter Acetaldehyd und faingt den aus der Selbst- 
garung gelieferten Aldehyd ab unter Bildung von Acetoin. LieBe sich bei 
Verwendung von glykogenfreier Hefe im Liiftungsversuch aus Alkohol Acetoin 
darstellen, so wiirde das bedeuten, daB bei der Dehydrierung des Alkohols 
zum Aldehyd die gleiche nascierende Form auftritt wie bei der Decarboxylierung 
der Brenztraubenséure. Fiir den Mechanismus der Acetoinbildung wire damit 
bewiesen, daB nascierender Acetaldehyd mit Aldehyd reagieren kann. 

Es sollte versucht werden, ob es nicht vielleicht gelingt, bei rein chemischer 
Dehydrierung von Alkohol zu Acetoin zu gelangen. 

Neuberg und Rosenthal’) haben festgestellt, daB bei Zusatz von 
Acetaldehyd zu girender Brenztraubensaure die Ausbeute an Acetoin wesent- 
lich gesteigert wird. Daraus geht hervor, daB bei der Bildung von einem 
Molekiil Acetoin ein stabiles Acetaldehydmolekiil Verwendung finden kann. 


Unter der Voraussetzung, daB bei der Acetoinsynthese in 
der Hauptsache nur ein Weg beschritten wird, lé8t sich folgendes 
sagen: Aus den Arbeiten von Neuberg und seinen Schiilern 
geht hervor, daB 1 Molekiil stabiler Acetaldehyd entweder mit 
einem Molekil nascierendem Aldehyd oder mit Brenztraubenséure 
reagiert. Zwischen diesen beiden Méglichkeiten lassen die bisher 
bekannten Tatsachen keine Entscheidung zu. Es ist aber wenigstens 
erreicht, da das schwierigere Problem der Acetoinbildung auf die 
gleichen 2 Moglichkeiten zuriickgefiihrt ist wie das der Bildung 
von Phenyl-acetyl-carbinol. 

Aus Analogiegriinden wird man annehmen, dafi nicht Acet- 
aldehyd an Brenztraubenséure angelagert wird, sondern nascieren- 
der Acetaldehyd mit einem 2. Molekiil stabilem Aldehyd unter 
jildung von Acetoin reagiert. Die Untersuchung der Kainetik 
fiihrte in dieser Hinsicht nicht weiter. Auch besonders zu diesem 
Zweck angestellte Versuche waren ohne Erfolg, sollen aber aus 
bestimmten Griinden mitgeteilt werden. 

Die Sulfitgérung der Brenztraubensaéure. Die Bisulfit- 
verbindung der Brenztraubenséure*) wird nach Neuberg und 
‘einfurth%) von Hefe glatt decarboxyliert. Acetoin dagegen 
wird nur in Spuren gebildet, wie Neuberg und May‘) angeben. 
Dieses Ergebnis kann ich bestatigen. Die Erklarung ist sehr einfach. 
Es wird nicht die ,,Carboligase‘’ gehemmt, wie man vielleicht 





1) Ber. chem. Ges. 57, 1436 (1924). 

2) Gemeint ist hier und im folgenden die Verbindung des brenztrauben- 
sauren Natriums. 
3) Biochem. Z. 89, 413 (1918); Ber. chem. Ges. 53, 1039 (19260). 
4) Biochem. Z. 140, 299 (1923). 
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glauben mdchte, sondern nach der Decarboxylierung entsteht 
Acetaldehyd-bisulfit und in diesem ist keine Carbonylgruppe 
mehr vorhanden, an die sich nascierender Acetaldehyd (oder 
seine Sulfitverbindung) anlagern kénnte. 

Oder aber, die gebildete Bisulfitverbindung des Acetaldehyds 
kann nicht an die Brenztraubenséure angelagert werden, da das 
Carbonyl dieser schon vom Sulfitrest besetzt ist. 

Kine Entscheidung zwischen den beiden Moglichkeiten der 
sildungsweise war zu erwarten, wenn man den Einflu8 von zu- 
gesetztem Acetaldehyd auf das Ergebnis der Sulfitgaérung unter- 
suchte. Die einfache Uberlegung war: der zugesetzte Aldehyd 
kann nicht mit der Bisulfitverbindung der Brenztraubensiure 
reagieren, da in dieser das Carbonyl! besetzt ist; dagegen kann die 
durch Decarboxylierung entstehende nascierende Form der Acet- 
aldehydbisulfitverbindung sich an die freie Carbonylgruppe des 
zugesetzten Aldehyds anlagern. Entsteht also bei der Vergirung 
von Brenztraubensiurebisulfit in Anwesenheit von Acetaldehyd 
Acetoin (bzw. seine Sulfitverbindung), so ist bewiesen, dal 
nascierender Acetaldehyd mit stabilem zusammentritt und die 
Frage nach dem Mechanismus der Acetoinbildung ist gelést. 

Tatsaichlich wurde in groBer Menge Acetoin gebildet, als ich 
den Garungsversuch durechfihrte. 

Trotzdem ist das Resultat nicht brauchbar fiir eine zwingende 
SchluBfolgerung. Voraussetzung fiir die Richtigkeit der Schlisse 
ist, daB die Bisulfitverbindungen der Brenztraubenséure und des 
Acetaldehyds unter den Versuchsbedingungen nicht wesentlich 
hydrolytisch zerfallen sind. 

Kerp!') hat in sehr schénen Arbeiten eingehend den Zerfall der Bisulfit- 
verbindungen von Aldehyden und Ketonen in ihre Komponenten untersucht. 
Die hydrolytische Dissoziation ist einerseits abhangig von der Starke der 
Bindung zwischen Bisulfit und Carbonyl, anderseits von Temperatur und 
Konzentration der Lésung (sie nimmt zu mit steigender Temperatur und 
abnehmender Konzentration). Die Acetaldehydverbindung ist bei 25° in 
1 n-Lésung zu 0,17°/,, in 0,1 n-Lésung zu 0,45°/,, in 0,03 n-Lésung zu 0,71° , 
gespalten. Bei 37° ist die Spaltung etwa 5mal so groB wie bei 25°. In saurer 
Lésung ist die Dissoziation gréBer, dagegen ist die Geschwindigkeit der Gleich- 
gewichtseinstellung nach Kerp kleiner. Der Spaltungsgrad wird immer so 
gemessen, da das freie Sulfit mit Jod titriert wird. Dadurch verschiebt sich 
natiirlich das Gleichgewicht nach der Seite der Spaltung. Die Einstellung des 
Gleichgewichtes erfolgt bei den verschiedenen Verbindungen verschieden 
rasch, bei den starker zerfallenen schneller. Kerp gibt an, daB man bei der 


1) Arb. aus dem Kaiserl. Gesundheitsamt 21, 180 (1904); 26, 231 (1907). 
Zusammenfassung bei Kolthoff MaBanalyse 1. Teil, 168 (Berlin 1927). 
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Acetaldehydverbindung erst nach 40—50 Titrationen 5—8°/, Spaltung 
erreicht, waihrend die Acetonverbindung nach 10 Titrationen zu iiber 90°), 
zerfallen ist. 

Uber den Zerfall des Acetaldehydbisulfits ist man also weitgehend 
unterrichtet, kaum dagegen iiber das Verhalten der Brenztraubensdure- 
verbindung. Wie groB die Verschiedenheit im Verhalten der einzelnen Bisulfit- 
verbindungen ist, zeigt die kurze Zusammenstellung von Kerp: Bei 25° sind 
in 0,1 n-Lésung von Formaldehyd 0,097, Acetaldehyd 0,45, Benzaldehyd 2,98, 
Aceton 14,58, Glucose 74,61°/, in ihre Komponenten zerfallen. Es fragt sich, 
an welcher Stelle etwa die Brenztraubensaure eingereiht werden muB. Dazu 
genigen die bisher bekannten Angaben nicht. Clewing!) bezeichnete die 
Brenztraubensaureverbindung als ,,ziemlich bestandig‘*, konnte sie aus Wasser 
umkrystallisieren und erhielt bei Zusatz von Bariumchlorid in waBriger Lésung 
erst nach einiger Zeit und Einwirkung von Warme Abscheidung von Barium- 
sulfit. Embden?) hat ein Verfahren zur Trennung von Milchsdéure und Brenz- 
traubensaure angegeben, das darauf beruht, daB man zur Lésung des Gemisches 
ungefahr 1 Mol Bisulfit zugibt und nun die Milchsaure ausathert. Czapski’) 
fand nach dieser Methode im Atherextrakt von 3g Brenztraubensdure in 
4°/,iger Lésung so viel wieder, daB er von dem erhaltenen Phenylhydrazon 
einen Schmelzpunkt machen konnte. 

Zur Beurteilung der Ergebnisse der Sulfitgarung mui man 
wissen, ob die Brenztraubenséureverbindung stirker oder schwacher 
dissoziiert ist als die Aldehydverbindung. Am wichtigsten war es 
aber, die Einstellungsgeschwindigkeit des Spaltungsgleichgewichtes 
zu kennen. Ich habe deshalb keinen Wert auf die Reindarstellung 
des Brenztraubenséurebisulfits gelegt, es vielmehr nur einmal aus 
Wasser umkrystallisiert. Jedenfalls ist es staérker zerfallen als die 
Aldehydverbindung, denn in 0,1 n-Lésung sind bei 15° einige 
Prozente gespalten. Vor allem aber ist bedeutsam, da das Gleich- 
sewicht sich bei Verschiebung sehr viel schneller einstellt als beim 
Aldehyd. Wahrend ich in Bestitigung der Angaben von Kerp 
fand, daB erst nach vielen Titrationen die Spaltung der Aldehyd- 
verbindung um einige Prozente zunimmt, wachst bei der Brenz- 
traubenséureverbindung bei fortlaufendem Titrieren mit Jod 
(sobald Entfarbung eingetreten ist, wird wieder Jod zugegeben) 
nach vielleicht 30 Titrationen in ungefaéhr 30 Minuten die Spaltung 
um 8359/5. Verfolgt man die Titration in 0,05 n-Lésung in Acetat- 
Kissigséurepuffer, wie er zu den dazugehérigen Hefeversuchen ver- 
wendet wurde, so wird das Sulfit bei der Acetaldehydverbindung 
rascher abdissoziiert (nach 60 Titrationen sind etwa 40°/, Sulfit 
frei geworden), bei der Brenztraubensiureverbindung kann man 


1) Clewing, J. prakt. Chem. 17, 24 (1878). 
*) Biochem. Z. 55, 340 (1913). 
3) Biochem. Z. 71, 167 (1915). 
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kaum rasch genug titrieren und in kurzer Zeit von etwa 15 Minuten 
ist fast die ganze Menge zerlegt. 

Bei der Vergaérung von Brenztraubensdurebisulfit ist nun die 
Sachlage folgende: Die Brenztraubensiureverbindung ist schon zu 
einem Teile zerfallen; ist nun Acetaldehyd zugesetzt worden, so 
verbindet sich dieser mit freiem Sulfit bis Gleichgewicht ein- 
getreten ist, die Brenztraubenséureverbindung zerfallt infolge der 
Gleichgewichtsverschiebung weiter und da dies sehr rasch von 
statten geht, ist in kurzer Zeit die ganze Verbindung vollkommen 
gespalten. Bevor noch die Garung richtig in Gang kommt, sind 
3renztraubensaurebisulfit und Acetaldehyd in Brenztraubenséure 
und Acetaldehydbisulfit tibergegangen. Man wird also das gleiche 
Ergebnis erzielen, als wenn man Brenztraubensaure allein vergirt. 

Man darf mithin aus den gemachten Versuchen keinen Schluf 
auf die Bildungsweise des Acetoins ziehen. 


5. Die Versuche iiber Glyoxylsduregdérung von Stepanow und Kusin.’) 


Diese Forscher haben Hefemacerationssaft auf Glyoxylsaéure 
einwirken lassen und festgestellt, daB Kohlenséure, Acetaldehyd, 
Glykolaldehyd, Glykolséure und Oxalsaure gebildet werden. Die 
beiden letztgenannten Korper entstehen in aquivalenter Menge, 
also durch Oxydoreduktion der Glyoxylséure. Weiterhin soll 
durch den positiven Ausfall der Farbreaktion mit Titandioxyd in 
konzentrierter Schwefelsiure die Anwesenheit der Oxy-oxo- 
bernsteinséure erwiesen sein und bei einem Versuch mit 1,8 g Gly- 
oxylsiure sind einige Milligramme des Silbersalzes der Apfelsiure 
erhalten worden. Da weder Formaldehyd noch Methylalkohol 
aufgefunden werden konnten, sind Stepanow und Kusin der 
Ansicht, daB sich die Glyoxylséure an einer biochemischen Syn- 
these beteiligt hatte. Die ,,Carboligase’‘ des Hefesaftes soll im- 
stande sein aus 2 Molekiilen Glyoxylsiure Oxy-oxo-bernsteinsaure 
zu bilden (Farbreaktion), die dann unter dem EinfluB der Carb- 
oxylase in Kohlenséure und Glykolaldehyd zerfallt. Aus der 
Oxy-oxo-bernsteinséure soll auch Oxalessigséure entstanden sein, 
die den gefundenen Acetaldehyd geliefert hat, und aus ihr Apfel- 
saure. 

Diese Arbeit muB an dieser Stelle besprochen werden, da hier 
im Gegensatz zur Bildung des Acetoins und Phenyl-acetyl-carbinols 
die ,,Carboligase“ an einem stabilen Substrat angreifen soll. Das 


1) Ber. chem. Ges. 68, 1147 (1930). 
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ware der Mechanismus, der sehr wahrscheinlich in den beiden 

_ ersten Fallen keine Rolle spielt. Selbstverstaéndlich hat Neuberg 

' recht, wenn er schreibt?), daB sich bei der Glyoxylsiure ohne 

_ Zwang keine reaktionsfahige Form konstruieren laéBt, die von der 

) _  stabilen abweicht. Nach meiner Auffassung ist aber von Stepanow 

und Kusin gar nicht bewiesen worden, daf zunichst die ,,carboli- 

gatische Wirkung an der Glyoxylsiure angreift und erst aus der 

| _ gebildeten Oxy-oxo-bernsteinséure Kohlensaéure abgespalten wird 
| ' und so Glykolaldehyd auftritt. 

Man kann das Ergebnis der Glyoxylsiuregirung auch anders 

7 |  betrachten. Durch Kohlensiureabspaltung entsteht zuniichst 

-  nascierender Formaldehyd, der bei Vereinigung mit einem zweiten 

Molekiil Formaldehyd Glykolaldehyd liefert, ahnlich wie nascieren- 

der Acetaldehyd mit Acetaldehyd Acetoin bildet. Da’ von den 

russischen Forschern kein Formaldehyd aufgefunden werden 

konnte, ist weiter nicht verwunderlich, wenn man an die grobe 


) &- Reaktionsfahigkeit desselben denkt und ferner in Betracht zieht, 
. _  daB sich in der Reaktionslésung eine groBe Anzahl von Carbony!l- 
| ' gruppen befindet, an die er sich anlagern kann. Aus einem Molekiil 
. | Glyoxylsiure und einem Molekiil nascierenden Formaldehyd 


. —  kénnte so zum Beispiel ein Isomeres der Oxy-brenztraubensiure, 

_  vielleicht daraus diese selbst sich bilden. Wie Stepanow erwahnt, 

) gibt Oxy-brenztraubenséure die gleiche Farbreaktion wie Oxy- 
oxo-bernsteinsaure. 

Die Tatsache, daB auBer Glykolaldehyd die in Frage kommen- 

» den K6rper nur in kleiner Menge gebildet worden sind, spricht 

;  natiirlich nicht ohne weiteres gegen die Ansicht der russischen 

Autoren, l4Bt aber doch fiir andere Erklarungsmoglichkeiten, wie 

sie eben skizziert wurden, Raum. Dies um so mehr, als man weit 

_ davon entfernt ist, die Bilanz der Glyoxylséuregaérung zu kennen. 

OF Wenn man die Versuche von Stepanow und Kusin durch- 

_  rechnet, so ergibt sich, daB, obwohl die ganze Glyoxylsiure ver- 

schwunden ist, nach Abzug von 15—20°/,, die durch Oxydo- 

_ [~~ reduktion in Glykolsiure und Oxalsiure iibergegangen sind, nur 

etwa 15°/, der theoretischen Kohlenséiuremenge und 6°/, der 

médglichen Menge an Glykolaldehyd gebildet worden sind. Es ist 

also nur ein Teil der Vorginge erfaBt, die sich bei der Kinwirkung 

| § von Hefe auf Glyoxylsdure abspielen. Bei diesem Stand der Dinge 

a braucht man sich nicht zu verwundern, daB kein Formaldehyd 


1) Biochem. Z. 225, 240 (1930). 
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aufzufinden ist, wenn man nicht weib, was aus dem grébten Teil 
der eingesetzten Glyoxylséure geworden ist. Acetaldehyd und 
Apfelsiure, die in Beziehung zum Reaktionsmechanismus ge- 
bracht worden sind, kénnen aus ganz anderen Reaktionen stammen. 

Meiner Meinung nach ist es durchaus unbewiesen, daB sich 
Glyoxylsiure unter dem EinfluB8 der Hefe acyloinartig zu Oxy- 
oxo-bernsteinsiiure umsetzt. 

Sollte es gelingen, die ,,Carboligase*’ von Carboxylase ab- 
zutrennen, so miBte es mdglich sein, wenn die Auffassung Ste- 
panows richtig ist, Oxy-oxo-bernsteinsiure anzuhéufen, ohne dab 
sie decarboxyliert wird. 

Kis ist bisher in keinem Falle geglickt, durch Ein- 
wirkung von Hefe auf stabile Koérper Acyloinbildung 
einwandfrei nachzuweisen. 


6. Die Kinetik der Acetoinbildung mit Hilfe von Hefe. 


Wenn man die Kinetik der Acetoinbildung verfolgen will, 
muf} man gleichzeitig die Bildung der Kohlensiure messen, um 
ein Ma fiir die Menge des zuniéchst auftretenden Acetaldehyds 


zu haben. 

Neuberg schreibt in einer Zusammenfassung'), daB ,,Spaltung und 
Biosynthese zeitlich miteinander verkniipft sind‘. Hirsch sagt?): ,,Schon 
1 Stunde nach Beginn der Brenztraubensaurespaltung liBt sich das Auftreten 
des Acetyl-methyl-carbinols nachweisen. Die Ketolbildung geht mit der 
Zerlegung der Brenztraubensaure einher**. Als Beleg fiir diese Tatsache fiihrt 
er folgende Zahlen an: auf 100 ccin Fliissigkeit umgerechnet entstanden 

nach | Stunde 100 mg Kohlensaéure und 12 mg Acetoin, 

nach 2 Stunden 200 mg Kohlenséure und 43 mg Acetoin und 

nach 6 Stunden 288 mg Kohlenséure und 50 mg Acetoin. 

Stepanow und Kusin*) haben in einer zweiten Mitteilung Angaben 
iiber die Kinetik der Acetoinbildung gemacht, aber dabei fast ausschlieBlich 
die Bildung der Kohlensaure auBer acht gelassen. Auf diese Arbeit ist weiter 


unten einzugehen. 

Meme Versuche hatten zum Zweck, die Abhiéngigkeit der 
Acetoinbildung von der Konzentration der giérenden Brenztrauben- 
siureldsung und dem Fortschreiten der Garung zu untersuchen. 

In allen Versuchen wurde Brenztraubensiure mit Acetat gepuffert, wie 
es Neuberg empfohlen hat, und mit Trockenhefe aus untergiriger Bierhefe 


1) Abderhalden, Hdb. d. biol. Arbeitsmeth., Abt. IV, Teil 1, S. 638 
(1926). 

*) Biochem. Z. 131, 182 (1922). 

5) Ber. chem. Ges. 68, 2473 (1930). 
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vergoren. 3 Millimol Brenztraubensiure wurden in m/17- und m/6-Lésung, 
ohne Toluol, mit 1 g Trockenhefe im Thermostaten bei 30° geschiittelt und 
die entwickelte Kohlensiure iiber Quecksilber aufgefangen. Immer wurden 
Kohlensaéure und Acetoin im gleichen Versuch bestimmt. Die Zahlen, die im 
folgenden genannt werden, sind meist Mittelwerte aus den im Versuchsteil 
gegebenen Tabellen. Es wurde zunichst auf den Zusatz von Toluol verzichtet, 
um dem Einwand zu begegnen, daB dieses vielleicht die ,,Carboligase’ schadige. 

Ks zeigte sich, daB im Verlauf der Girung die Acetoinausbeute, 
ausgedriickt in Prozent der umgesetzten Brenztraubensiiure, zu- 
nimmt. In m/17-Lésung waren beispielsweise nach 1 Stunde 
43 mg Kohlenséure und 4,3 mg Acetoin entstanden, das sind 
10°/, der méglichen Menge. Nach 2 Stunden ist der Endwert der 
Garung erreicht mit 84mg Kohlensiéure und 12,8 mg Acetoin, 
also 15°/, (Tab. 1, Versuchsteil). Verglichen mit den Werten 
nach 1 stiindiger Garung ist nach 2 Stunden doppelt so viel Kohlen- 
sdure gebildet worden und 2!/,mal so viel Acetoin. Die prozentuale 
Ausbeute an Acetoin ist um die Hialfte erhéht. Dieser Unterschied 
ist nicht sehr groB, wird aber betrachtlicher bei den Versuchen 
mit m/6-Brenztraubensdéure. Hier geht zwar die Decarboxylierung 
langsamer vonstatten als in m/17-Lésung, das hat aber auf die 
Acetoinausbeute keinen EinfluB, wie andere Versuche beweisen. 
Nach 2'/, Stunden erhalt man 37,5 mg Kohlensiure und 5,7 mg 
Acetoin = 15,5°/,, nach Beendigung der Gérung 98,5 mg Kohlen- 
siure und 31 mg Acetoin = 31,5°/) (Tab. 1). Hier ist das An- 
steigen der Acetoinausbeute bemerkenswert groB. 

Vergleicht man die Girung der verschieden konzentrierten 
Lésungen miteinander, so sieht man, daB bei Hntwicklung von 
84 mg Kohlenséure in m/17-Lésung 13 mg, in m/6-Lésung dagegen 
23 mg Acetoin gebildet worden sind (Fig. 1). Bei gleichem Umsatz 
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ist also die Ausbeute an Acetoin in der verdiinnteren Losung 
geringer als in der konzentrierten. 

Die geschilderten Verhaltnisse sind in Fig. 1 in Kurvenform 
dargestellt (unteres Kurvenpaar). 

Die Erklarung liegt auf der Hand. Die ersten Molekiile Acet- 
aldehyd, die infolge der Decarboxylierung gebildet werden, treffen 
wahrend der kurzen Zeit, die bis zu ihrer Stabilisierung verstreicht, 
kaum auf ein zweites Molekiil Aldehyd, mit dem sie Acetoin bilden 
kénnen. Sie stabilisieren sich also zum allergréBten Teil. Im 
weiteren Verlauf der Giérung sammelt sich nun dieser stabilisierte 
Acetaldehyd an, seine Konzentration wird gréB8er und infolge- 
dessen wichst die Méglichkeit, dafB nascierende Aldehydmolekiile 
noch wihrend ihrer ,,Lebensdauer” auf ein anderes Acetaldehyd- 
molekiil treffen und so Acetoin bilden. Je gréBer die Konzentration 
des stabilen Acetaldehyds in der vergirenden Lésung ist, um so 
créBer ist auch der Anteil der nascierenden Aldehydmolekiile, 
die vor ihrer Stabilisierung zur Reaktion kommen. 

Da8B die Konzentration des Acetaldehyds diese Verhaltnisse 
beherrscht, sieht man aus der Tatsache, daB Zusatz von Acet- 
aldehyd die Unterschiede in der Acetoinausbeute verwischt, wenn 
man dafiir sorgt, da8 m/17- und m/6-Lésung in bezug auf den 
zugesetzten Aldehyd etwa gleich konzentriert sind, im vorliegenden 
Fall 0,086 bzw. 0,089 m (Tab. 2). Siehe oberes Kurvenpaar in 
Fig. 1. 

Bei diesen Versuchen mit wenig Hefe beeintrachtigt der 
Zusatz von <Acetaldehyd die Garung. Auch Hagglund und 
Augustson!) erwahnen, da8 Acetaldehyd die Carboxylase schadigt. 
‘Bei den weiter unten beschriebenen Versuchen mit 3 g Trockenhefe 
auf 8 Millimol Brenztraubensiure ist infolge des Uberschusses an 
Hefe von einer Schadigung nichts mehr zu bemerken. 

Man kann gegen die gemachten Versuche einiges einwenden. 
Bei fortschreitender Garung Andert sich die Wasserstoffionen- 
konzentration nach dem Neutralpunkt zu. Neuberg gibt fir 
Brenztraubenséure-Acetatlésung der verwendeten Art an: von 
pu 4,6 bis etwa 6. Dies kann ich bestétigen. Wenngleich in der 
Lésung anfanglich Kohlenséure kaum léslich ist, kann sich die 
Loéslichkeit andern, sobald Hefe anwesend ist und sobald sich das 
pu verschiebt. Hagglund?) erwahnt, da8 bei Verwendung von 


1) Biochem. Z. 170, 102 (1926). 
2) Biochem. Z. 169, 200 (1926). 
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Phosphatpuffer bei einem px zwischen 4 und 6 die volumetrische 
Kohlenséuremessung zuverlassig ist, wihrend tber 6 mehr und 
mehr Gas in der Lésung zuriickgehalten wird. Neuberg?) schreibt, 
daB Kohlenséure aus Acetatpuffer besser ausgetrieben wird als aus 
Phosphatpuffer. Wie aus der Tab. 3 im Versuchsteil hervorgeht, 
wird bei gréBeren Kohlensiuremengen in m/15-Lésung wohl etwas 
Kohlenséure zuriickgehalten, bei kleineren Mengen dagegen nichts 
und ebenso 1aBt sich aus m/5-Lésung nach Beendigung der Girung 
durch Zusatz von Essig- oder Schwefelsiure kaum noch Gas aus- 
treiben. Verwendet man aber auf 3 Millimol Brenztraubensiiure 
3g Trockenhefe, wie in den spéteren Versuchen, so werden ganz 
wesentliche Kohlensiuremengen zuriickgehalten (Tab. 4). 

Ein anderer Einwand ist, daB die Versuche ohne Zusatz von 
Toluol angestellt wurden. Toluol schadigt bei der verwendeten 
klemen Hefemenge die Carboxylase, wie aus Tab. 3 ersichtlich ist. 
Die Brenztraubenséure wird langsamer und unvollkommen ver- 
goren. Trotzdem fiigen sich die Acetoinausbeuten im Verhaltnis 
zur Kohlensiurebildung den in Fig. 1 gezeigten Kurven der Ver- 
-suche ohne Toluol ein. Durch das Toluol wird also nur die Carb- 
oxylase geschiidigt, nicht aber die Acetoinbildung durch _ ,,Car- 
boligase’. Um die Brenztraubenséiure vollkommener vergiiren zu 
koénnen, miissen gréBere Hefemengen verwendet werden. 

Weiterhin war es unerwiinscht, daB infolge der kleinen Hefe- 
menge die Girgeschwindigkeit in Lésungen verschiedener Kon- 
zentration verschieden groB war. Solange es nicht bewiesen war, 
daB die Giargeschwindigkeit auf die Acetoinausbeute ohne be- 
sonderen Hinflu8 ist, muBte Wert darauf gelegt werden, diesen 
Faktor auszuschalten. 

Aus all den angefiihrten Griinden wurde eine neue Versuchs- 
serie unternommen (Tab. 4). Sie unterschied sich von der ersten 
Serie dadurch, daB auf 3 Millimol Brenztraubensiure je 3 g Trocken- 
hefe zur Anwendung kamen, Toluol zugesetzt war und die Kohlen- 
siure mit HEssig- oder Schwefelsiure ausgetrieben wurde. Die 
Konzentration der Lésungen war m/15 und m/5 in bezug auf 
Brenztraubensiure. 

In Fig. 2 sind die Ergebnisse dieser Versuche wiedergegeben 
(Mittelwerte der einzelnen Versuche aus Tab. 4, Versuchsteil). 
Zum Vergleich sind die Kurven der entsprechenden Versuche aus 
Fig. 1 punktiert eingetragen. Aus der Ubereinstimmung der 


1) Biochem. Z. 152, 203 (1924). 











62 Wilhelm Dirscherl, 


beiden Versuchsreihen ist zu schlieBen, daB die Veranderung der 
Jedingungen: gréBere Hefemenge und infolgedessen gréBere Gar- 
geschwindigkeit, sowie der Zusatz von Toluol das Verhaltnis 
zwischen Acetoinausbeute und Vergirung der Brenztraubensdure 
nicht beeinfluBt hat. Das zeigen auch Versuche, die eigens zu 
diesem Zweck angestellt wurden. 
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Die Garungsgeschwindigkeit ist bei diesen Versuchen ziemlich 
unabhingig von der Konzentration der Brenztraubenséure. Higg- 
lund?) hat dasselbe bei eigenen Versuchen gefunden. 


Zur Kohlensiuremessung sind noch einige Bemerkungen zu 
machen. Bei Verwendung dieser groBen Hefemenge mu die 
Kohlensiiure unbedingt durch Zusatz von Séure ausgetrieben 
werden, wenn man nicht den grébsten Tauschungen ausgesetzt 
sein will. Bei kleinen und groBen Kohlenséurewerten wurden 
wesentliche Mengen zuriickgehalten, bei m/15-Lésung wahrend des 
ganzen Girverlaufs etwa gleich viel (ungeféhr 20 mg), in m/5-L6- 
sung zu Beginn der Garung beiléufig ebensoviel, spiter weniger. 
Diese in der Hauptsache von der Hefe zuriickgehaltene Gasmenge 
kann nach Zusatz von Saéure noch durch Schiitteln ausgetrieben 
werden. Um nicht Acetoin zu zerstéren, wurden die Versuche 
sofort aufgearbeitet; aus dem gleichen Grund wurde bei manchen 
Versuchspaaren der eine Ansatz mit Essigsiure, der andere mit 
Schwefelsiure versetzt. In beiden Fallen wird die Kohlenséure 
gleich gut ausgetrieben, die Acetoinwerte liegen bei Verwendung 
von Essigséiure durchschnittlich etwas hoher. 


1!) Biochem. Z. 181, 296 (1927). 
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Bei Betrachtung der Fig. 2 falit ins Auge, daB die Kurven 
fast einen linearen Verlauf zeigen. In Fig. 1 war dies nicht so gut 
ersichtlich. Wenn man die allererste Zeit der Garung, in der noch 
kein Acetoin gebildet worden ist, auBer acht laBt, laufen De- 
carboxylierung der Brenztraubensiure und Acetoinbildung einander 
fast parallel. Wahrend die Decarboxylierung etwa linear verliuft, 
setzt die Acetoinbildung spater ein, um einen ahnlichen Gang zu 
zeigen. 

Ich halte es in Anbetracht der vielen Faktoren, die eine Rolle 
spielen kénnen, fiir schwierig, eine exakte Diskussion dieser Zu- 
sammenhiénge vorzunehmen. 

In bezug auf den Mechanismus der Acetoinbildung kann man 
aus dieser kinetischen Untersuchung keinen bindenden SchluB 
ziehen. Doch laéBt das Ergebnis die Moéglichkeit vollkommen zu, 
da der nascierende Acetaldehyd sich rein chemisch, ohne Mit- 
wirkung eines eigenen Fermentes (,,Carboligase“*) mit Aldehyd zu 
Acetoin vereinigt. 


Versucheiiber Acetoinbildung von Stepanow und Kusin.?) 


Die Autoren arbeiteten mit einem Trockenpraparat aus obergariger 
Bierhefe, das sie aus Macerationssaft durch Zusatz von Ammonsulfat und 
Tonerde C, zur Ausfallung brachten und im Vakuum rasch trockneten. Die 
Gaéransdtze bestanden aus 0,25 g Brenztraubensiure (= 2,84 Millimol) und 
sekundérem Natriumphosphat in einem Gesamtvolumen von 15 ccm, die 
Lésung war also in bezug auf Brenztraubenséure etwa m/5. Toluol war zu- 
cesetzt. Zur Beendigung wurde mit gesiattigter Bleiacetatlésung versetzt, 
wodureh gleichzeitig ein Teil des EiweiBes entfernt wird. Im Zentrifugat 
wurde das Acetoin bestimmt nach der alten Methode von Lemoigne. Die 
Kohlensaure wurde volumetrisch gemessen, die ,,Aktivitat‘‘ der ,,Carboligase*‘ 
in Milligramm des erhaltenen Tschugajewschen Nickelsalzes ausgedriickt. 
In einigen Versuchen ist aber auch direkt die Menge des Acetoins angegeben. 

In fast allen Versuchen wurde auf die Messung der Kohlen- 
siure verzichtet. Dadurch ist es natiirlich unmdglich, die richtigen 
schluBfolgerungen zu ziehen. Es wird beispielsweise angegeben, 
daB zwischen der ,,Fermentkonzentration’ und der Aktivitaét der 
.Carboligase Proportionalitét besteht. Dabei ist aber keine 
Angabe tiber die Zeitdauer und entwickelte Kohlenséuremenge 
cemacht. Wenn gleiche Zeiten eingehalten worden sind, ist das 
Ergebnis verstandlich infolge verschiedener Geschwindigkeit der 
Decarboxylierung der Brenztraubensiure. Bei gleicher Kohlen- 
sdureentwicklung ist nach meinen Versuchen mit Trockenhefe die 


1) Ber. chem. Ges. 63, 2473 (1930). 
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Acetoinausbeute dieselbe, gleichgiiltig, ob man 1 oder 5g Hefe 
verwendet, wobei natiirlich die Gargeschwindigkeit sich andert. 
Ich muB darauf verzichten auf alle Versuche einzugehen, nur 
die wichtigsten seien herausgegriffen. 
Stepanow und Kusin untersuchten die Warmeinaktivie- 
rung der Hefe. 


0,4 g Hefepraparat werden in 5 cem Wasser 5 Minuten bei der jeweils 
angegebenen Temperatur gehalten, dann die Brenztraubensaurepuffer- 
mischung zugefiigt und bei 30° vergoren. 


Inaktivierungs-Temperatur in Grad. . 30 40 50 55 60 62 
Aktivitat der Carboligase ...... 210 88 20 Spur 0 0 
Entwickelte Kohlensiure in ccm... 22 22 22 11 4 #1 


Nachdem das Hefepraparat 5 Minuten auf 50° erwaérmt worden ist, 
betragt bei unverminderter Kohlensaéureproduktion die Aktivitat der ,,Carboli- 
gase“’ nur noch 10°/, des urspriinglichen Wertes. Das soll heiBen, daB die 
Carboxylase unverandert geblieben ist, wihrend die ,,Carboligase‘‘ fast voll- 
kommen zerstért wurde. Es sind aber schwerwiegende Einwande gegen diese 
Versuche zu erheben. Nach der Angabe von Stepanow und Kusin wurden 
Kohlensaure und Acetoin in getrennten Ansatzen bestimmt. Es ist zu fordern, 
daB beide Bestimmungen in ein und demselben Versuch ausgefiihrt werden. 
Wie ich weiter unten erwahne, kann man leicht Tauschungen unterliegen, 
wenn man dies nicht tut, da bei verschiedenem Verteilungsgrad der Hefe die 
,»,lnaktivierung’ sehr verschieden ausfallen kann. Da eine nochmalige Angabe 
fehlt, mu8 man annehmen, da8B 250 mg Brenztraubenséiure zur Anwendung 
kamen. Aus diesen kann man maximal 125 mg Kohlensaure und 125 mg 
Acetoin erhalten. Stepanow und Kusin finden 22 ccm Gas, also etwa 
44 mg Kohlensiure und 210mg Nickelsalz. Ist die Acetoinbestimmung 
quantitativ verlaufen, woriiber die russischen Forscher keine Angabe machen, 
so sind das 128 mg Acetoin. Ergibt die Bestimmung aber nur 85°/, Ausbeute, 
wie ich in meiner 2. Mitteilung angegeben habe, so errechnen sich 151 mg 
Acetoin. Auf jeden Fall ist die Ausbeute an Acetoin in dem fraglichen Ver- 
such mindestens 100°/, (in anderen Versuchen der gleichen Arbeit ahnlich). 
Der gefundene Kohlensaurewert bedeutet aber, daB8 nur 35°/, der eingesetzten 
Brenztraubensiure vergoren worden sind. Wenn 125 mg Acetoin auftreten, 
mu8 man mindestens auch 125 mg Kohlensaure erwarten. Stepanow und 
Kusin weisen auf diese Schwierigkeit mit keinem Wort hin. Unter Zuhilfe- 
nahme von verschiedenen Hilfshypothesen kénnte man eine Erklarung viel- 
leicht liefern. Unter anderem miiBte man annehmen, daB die Acetoinbildung 
hier so vor sich geht, daB Acetaldehyd an Brenztraubensaure angelagert wird 
und diese Verbindung von der Hefe nicht mehr gespalten wird, sondern erst 
bei der Destillation mit Ferrichlorid (zur Acetoinbestimmung). Immerhin waren 
dann 50°/, der Kohlensiuremenge zu verlangen, also 63 mg. Wie im Ab- 
schnitt iiber den Mechanismus der Acetoinbildung gezeigt worden ist, geht 
aber sehr wahrscheinlich die Synthese des Acetoins den anderen Weg. Hier 
liegen Widerspriiche, die véllig ungeklart sind. 

Ich habe Inaktivierungsversuche mit der in meinen 
anderen Versuchen benutzten Trockenhefe angestellt. Das sichere 
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Ergebnis ist: wird die Carboxylase nicht geschidigt, so bleibt 
auch die Acetoinbildung unverandert. Zerstért man aber die 
Carboxylase, so geht die Acetoinbildung in genau dem MaBe zuriick, 
wie man es erwarten mu8, wenn die Entstehung des Acetoins 
einfach eine Folge der Decarboxylierung der Brenztraubenséure 
ist. Natiirlich ist zu beriicksichtigen, daB bei geringer Kohlen- 
siureentwicklung die Acetoinausbeute prozentual kleiner ist als 
bei groBerem Umsatz. Das ist im Abschnitt iiber die Kinetik 
ausfiihrlich dargetan worden. In Versuchsreihe 8 der Tab. 5 sind 
mit ungeschadigter Hefe 87 mg Kohlensiéure und 18,2 mg = 21°/, 
Acetoin entstanden, waihrend mit Hefe, die 10 Minuten auf 50° 
erwérmt war, nur 40 mg Kohlenséure und 4,5 mg = 11°/, Acetoin 
gebildet wurden. Die Kohlenséurebildung ist auf die Halfte zuriick- 
gegangen, die Acetoinmenge auf etwa ein Viertel. Wenn man die 
Garung ungeschaddigter Hefe bei einer Kohlensaéureentwicklung 
von 40 mg unterbricht, so findet man ebenfalls nur 15°/, Acetoin 
(Tab. 1, m/6-Brenztraubenséure). Es sind also Carboxylase und 
,Carboligase“ im gleichen Umfang geschidigt worden. Inter- 
essanterweise zeigt der zweite dazugehorige Inaktivierungsversuch, 
der gleichzeitig mit dem anderen Ansatz bearbeitet wurde, daB 
hier die Carboxylase vollig zerstért ist. — Weitere Versuche 
ergaben dasselbe Bild. 

Aus meinen Versuchen mit Trockenhefe geht hervor, daB die 
Inaktivierung der Hefe durch Warmeeinwirkung sich in bezug auf 
Kohlenséure- und Acetoinbildung vollig gleich auswirkt. Es 
ergibt sich kein Anhaltspunkt dafiir, daB die Acetoinbildung 
stirker leidet. Wenn man annimmt, da8 die Entstehung des 
Acetoins ohne Mitwirkung einer ,,Carboligase“ erfolgt, fiigt sich 
das Ergebnis dieser Versuche ausgezeichnet in den zu fordernden 
Rahmen ein. 

Inwiefern die Verschiedenheit der von Stepanow und Kusin 
bzw. von mir verwendeten Hefepraéparate einen Kinflu®B auf das 
Resultat der Versuche ausiibt, vermag ich nicht zu entscheiden. 

Eine weitere Versuchsreihe ist noch zu besprechen, die Kin- 
wirkung des Chloroforms auf die Gaérung. Neuberg hat vor 
Jahren die wichtige Entdeckung gemacht, daB Hefe bei Zusatz 
von Chloroform nicht mehr imstande ist, Zucker zu vergiren, 
wihrend Brenztraubenséure noch gespalten wird. Die Zymase 
ist unwirksam geworden, die Carboxylase unbeeinfluBt geblieben. 
Ahnlich haben Stepanow und Kusin versucht, die ,,Carboligase” 
zu vernichten. 0,3 g Hefepriparat werden in 5 cem Wasser mit 


5 
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0,5 cem Chloroform 5 Minuten lang geschiittelt und dann nach 
Zusatz von Brenztraubenséure der Garversuch begonnen. Wahrend 
ohne Chloroform 200 mg Nickelsalz und 25 cem Kohlensaure ent- 
standen, wurden im Chloroformversuch 3 bzw. 5 mg Salz und 
20 bzw. 24 ccm Gas gebildet. Das Chloroform verursacht fast 
vollige Unterbindung der Tatigkeit der ,,Carboligase, wahrend 
die der Carboxylase kaum beeintrachtigt ist. 


Wegen seiner Wichtigkeit habe ich diesen Befund einer Nach- 
priifung unterzogen. Zu diesem Zweck stellte ich mir nach der 
Vorschrift von Stepanow das Hefepraparat her. Es schien nicht 
ganz so wirksam zu sein wie dasjenige, das die russischen Forscher 
in Handen gehabt haben. Im gleichen Versuchsansatz erzielte ich 
mit 0,3 g Hefepréiparat ohne Chloroform nur 25 bzw. 22 mg 
Kohlensiure und 2 bzw. 3 mg Acetoin. Stepanow hatte 25 ccm 
Gas erhalten, also etwa doppelt soviel, und 200 mg Nickelsalz. 
Es ist auffallig, daB die Acetoinausbeute in meinem Versuch mit 
dem Stepanowschen Praparat die gleiche ist, die ich auch in 
meinen Versuchen mit Trockenhefe erhielt. Bei Zusatz von Chloro- 
form bildeten sich 25 und 28 mg Kohlenséure und kein Acetoin 
mehr. Von jedem Versuchspaar habe ich den einen Ansatz nach 
der von Stepanow gegebenen Vorschrift aufgearbeitet, den 
anderen ohne vorherige Bleisalzfallung mit etwas Olsiure der 
Ferrichloriddestillation unterworfen. 

Ich wiederholte die Versuche mit je 1,5 g des Hefepraparates 
unter sonst gleichen Verhaltnissen. Die Ergebnisse sind kurz 
zusammengestellt. 


Ohne Chloroform Mit Chloroform 
70 mg CO,, 36 mg Acetoin = 51°/, 49 mg CO,, 10 mg Acetoin = 26°/, 
6lmg ,, 26 mg am = 42°/, 50mg ,, 8 mg ™ = 16°), 
7limg ,, 22,5 mg ‘ = 32°/, 67 mg ,, 7 mg m == 12°), 


Trotz mancher Korrekturen, die an diesen Werten anzubringen 
sind (siehe Versuchsteil), kann ich die Angaben von Stepanow 
und Kusin in bezug auf die Chloroformversuche bestatigen 
insofern, als Chloroform tatséchlich die Acetoinbildung be- 
eintrichtigt, ohne die Kohlenséureproduktion wesentlich ein- 
zuschrinken. Aber in meinem Versuch sind die Unterschiede 
zwischen normalem und Chloroformversuch bei weitem nicht so 
ausgeprigt, wie sie bei Stepanow in Erscheinung treten. Das 
mag mit der von mir verwendeten gréBeren Menge des Hefe- 
préparates zusammenhiangen. 
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Man kann durch Zusatz von ‘Toluol wie durch Einwirkung 
von Warme die Carboxylase schadigen, ohne daB die Bildung des 
Acetoins mehr zuriickgeht, als der Verminderung an Carboxylase 
entspricht. Hier hat sich kein Anhaltspunkt ergeben, der auf die 
Existenz einer ,,Carboligase*‘ hingewiesen hatte. Ich bin nicht 
iiberzeugt, da8 die Unterdriickung der Acetoinbildung durch 
Chloroform auf eine Hemmung oder Vernichtung der ,,Carboli- 
gase“‘ hindeutet. Chloroform la8t sich leicht adsorbieren und wird 
vermutlich an die Oberflaiche des Hefepriparates, das zudem noch 
Tonerde enthalt, gebunden. Es ist durchaus denkbar, daB die 
Anwesenheit des Chloroforms an der Oberfliche der Hefe die 
Entstehung des Acetoins hindert. Eine starke Stiitze fiir diese 
Ansicht erwachst aus der Tatsache, daB bei nichtfermentativer 
Decarboxylierung von Brenztraubensiure in nichtwaBbrigen Medien, 
auch in Chloroform, die Acetoinbildung sehr vermindert ist. Die 
Versuche sind in der nachstehenden 4. Mitteilung beschrieben. 


Stepanow und Kusin haben aus ihren Versuchsergebnissen 
folgende SchluBfolgerung gezogen: ,,Die erhaltenen Versuche 
liefern das Material zur Beurteilung des enzymatischen Charakters 
der sich hier abspielenden Synthese und zeigen einige Unter- 
schiede in den Eigenschaften des hier wirkenden Agens (Carboli- 
gase) von denen der Carboxylase, in deren Wirkung W. Dirscherl 
die einzige Ursache der Synthese der Kohlenstoffkette in den 
Versuchen mit dem Hefesaft sieht. Fiir diesen Unterschied kann 
auch die Synthese der Oxy-oxo-bernsteinsiure in unseren Ver- 
suchen iiber die Kinwirkung des Hefesaftes auf die Glyoxylsiure 
Zeugnis ablegen.* 


Ich kann diese Meinung ganz und gar nicht teilen. Wie aus 
meinen friiheren Ausfiihrungen klar hervorgeht, halte ich die 
Existenz der ,,Carboligase“ fiir nicht sehr wahrscheinlich und 
jedenfalls noch unbewiesen, jedoch nicht grundsatzlich fiir un- 
méglich.!) Das ist auch jetzt noch meine Ansicht. Da8 die 
Schliisse, die Stepanow und Kusin an die Untersuchung der 
Glyoxylséiurevergirung ankniipften, nicht stichhaltig sind, glaube 
ich in Teil 5 dieser Arbeit gezeigt zu haben. Es sind inzwischen 
keine Tatsachen bekannt geworden, die den klaren 
Beweis fiir die Existenz der ,,Carboligase” geliefert 
hatten. Die Entscheidung ist noch nicht gefallen. 





1) 2, Mitt.: a. a. O. S. 234. 
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B. Versuche. 


1. Die Vergérung von Brenztraubensaurebisulfit ohne und mit Zusatz 
von Acetaldehyd. 


Im groBen und ganzen folgte ich der Vorschrift von Neu- 
berg.!) Es wurde die isolierte Brenztraubensiureverbindung ver- 
wendet, an der auch der hydrolytische Zerfall studiert worden 
war. Um den Zerfall méglichst herabzudriicken, wurde bei 11° 
vergoren; die Garkélbchen wurden im Thermostaten dauernd 
geschiittelt, die Kohlenséure tiber Quecksilber aufgefangen. 


a) Ohne Zusatz von Acetaldehyd. 


5 Millimol Brenztraubensaéurebisulfit—Natrium werden mit 5cem 
einer Puffermischung von 60 g Hisessig und 272 g Natriumacetat 
(mit 3H,O) in 1 Liter versetzt und auf 50 ccm aufgefiillt. 0,4 cem 
Toluol werden zugegeben und, nachdem das K6lbchen im Schiittel- 
gestell befestigt ist, 8 g untergirige Trockenhefe. Nach 3 Stunden 
waren 80 mg CO, entwickelt, die Garung war beendet. Die Auf- 
arbeitung erfolgte nach 6 Stunden gleichzeitig mit Versuch b. 
Die Menge der Kohlensaure ist sicher zu klein gefunden worden, 
da bei niedriger Temperatur gearbeitet und nicht mit Saure aus- 
getrieben wurde. Fir den hier zu verfolgenden Zweck war das 
aber unwesentlich, da es nur auf den Vergleich mit Versuch b 
ankam, der ebenso behandelt wurde. Zur Aufarbeitung wurden 
25 cem m/5-Sodalésung und 10 ccm m-Bariumchlorid zugesetzt 
und dann abgesaugt. Das Filtrat wurde mit 5 g Calciumearbonat 
1 Stunde unter RiickfluB gekocht, wobei ich zur Vermeidung 
starken Schiiumens etwas Olsiure zugab. In der filtrierten Lésung 
wurde Acetoin bestimmt, wie in der 2. Mitteilung angegeben. 
Ks war keine Spur von Acetoin nachzuweisen. 

Um zu sehen, ob Acetoin, das ja teilweise als Sulfitverbindung 
vorliegt, wenn etwas davon entsteht, quantitativ wiederzufinden 
ist, wurden 12 mg Acetoin (ohne Hefe) bei Anwesenheit von Sulfit 
der ganzen Verarbeitung unterworfen. 11 mg wurden wieder 
gefunden, also fast die ganze eingesetzte Menge. 


b) Mit Zusatz von Acetaldehyd. 


Gleichzeitig mit dem eben beschriebenen Versuch a wurde 
ein zweiter Ansatz durchgefiihrt, dem noch 300 mg Acetaldehyd 
(= 7 Millimol) zugefiigt waren. Nach 3 Stunden waren 44 mg CO, 





1) Biochem. Z. 152, 203 (1924). 
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entstanden, nach 6 Stunden war der Endwert der Garung erreicht 
mit 81 mg Kohlenséure. Es wurde sofort aufgearbeitet. 36 mg 
Acetoin waren gebildet worden. 


2. Kinetik der Acetoinbildung im Zusammenhang mit der Vergirung 
der Brenztraubensaure. 


Als Fermentpréparat (Carboxylase) kam eine Trockenhefe 
zur Anwendung, die aus der untergirigen Hefe einer Heidelberger 
Brauerei hergestellt war. Die Trockenhefe hatte einige Zeit 
gelagert und zeigte keine wesentliche Selbstgirung. Sie enthielt, 
auch nach Maceration, kein Acetoin. Jeder Versuchsansatz bestand 
aus 3cem m-Brenztraubensiure (= 3 Millimol) und 8 cem 2 m- 
Kaliumacetat+), die mit Wasser so weit aufgefillt wurden, daB eine 
Lésung von der jeweils angegebenen Molaritaét entstand. Dann 
wurde, wo angegeben, 1°/, des Volumens Toluol zugegeben und 
das Kélbchen im Schiittelgestell des Thermostaten befestigt und 
zum Temperaturausgleich kurze Zeit geschiittelt. Hierauf wurde 
die Trockenhefe eingefiillt und das Garkélbchen mit einem Queck- 
silberazotometer verbunden. Der bisher zum Druckausgleich 
offenstehende Dreiwegehahn wurde richtig gestellt und nun 
waihrend der ganzen Versuchsdauer geschiittelt. Das Queck- 
silberazotometer war mit einer Flasche mit konstantem Uberlauf 
versehen, wie es Harden angegeben hat.?) Um bei den jeweiligen 
Ablesungen des Volumens nicht immer unter Verschlu8 des Uber- 
laufs das Hg-GefiB zur Herstellung gleichen Niveaus hochheben 
zu miissen, wurde fiir jedes Azotometer eine Umrechnungskurve 
hergestellt. Auf diese Weise konnte wahrend der Garung sofort 
der richtige Wert abgelesen werden. Wurde nach _ beendeter 
Giérung die Kohlenséure ausgetrieben, so wurde durch ein kleines, 
in einer zweiten Bohrung sitzendes lingliches Einlauftrichterchen 
m-Schwefelsiure oder m-Essigséure in das K6élbchen eingelassen 
und dann bis zur Volumkonstanz weiter geschiittelt. 


Zur Aufarbeitung wurde die Giarlésung mit Kieselgur ver- 
setzt und auf Barytfilter abgesaugt. Das Filtrat wurde nétigen- 
falls neutralisiert und mit etwas Essigséure und Ferrichlorid zur 
Acetoinbestimmung destilliert. Einzelheiten finden sich in der 
2. Mitteilung. Zur Vermeidung starken Schaiumens bei der 





1) Pufferung nach Neuberg, Biochem. Z. 152, 203 (1924). 
2) Harden, Alcoholic Fermentation 8. 28; Rona, Fermentmeth. S. 187 
(Berlin 1926). 
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Destillation empfiehlt sich Zusatz von etwas Olsiure, die aus- 
gezeichnet wirkt.?) 


1. Versuchsreihe (Tabb. 1, 2, 3). 

Jeder Ansatz enthalt 8 Millimol gepufferte Brenztrauben- 
siure, 1 g Trockenhefe, kein Toluol. Temperatur 80°. Die Kohlen- 
siiure wurde nicht ausgetrieben. 

Abhingigkeit der Acetoinausbeute von Konzen- 
trationder Brenztraubenséure und Menge der gebildeten 
Kohlensiéiure (Tab. 1). 

Die Versuchspaare 2 und 4 wurden iiber Nacht geschiittelt, 
die Garung war vor der angegebenen Zeit beendet. 


Tabelle 1. 


























} Reaktionsprodukte 
Ver- | Konzentration| Versuchs- = Acetoin 
suchs- | der Brenz- dauer Kohlen- | in °/, d. 
Nr. | traubensiure | in Stunden napred in mg | _-vergorenen 
| Brenztraubensaure 
1 m/17 1 39 3,6 9 
46,5 | 5,0 11 
2 . 15 85 | 12,7 15 
83 12,9 16 
3 m/6 2,5 34 5,0 15 
41 6,4 16 
4 = 15 98 30,0 31 
99 32,0 32 

















Die Acetoinausbeute bei Zusatz von Acetaldehyd 
(Tab. 2). 

In Versuchspaar 2, 8, 4,5 war die Girung vor der angegebenen 
Zeit zu Ende. Versuch 4 und 5 waren in doppelter Menge wie 
sonst angesetzt, die Angaben sind aber auf den einfachen Ansatz 
umgerechnet. 

Die Ausbeute an Acetoin bei Zusatz von Toluol 
(Tab. 8). 

Die Versuche 1 und 2 sind wie die vorhergehenden ohne Zu- 
satz von Toluol ausgefiihrt. Versuch 3 und 4 zeigen, daB Toluol 





1) Kluyver u. Mitarbeiter, Biochem. Z. 161, 365 (1925). 
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Tabelle 2. 





Reaktionsprodukte 
Ver- | Konzentration | Versuchs- | Menge des zu- |———-—-----— 
suchs- | der Brenz- dauer gesetzten Acet- Kohlen- | Ajetetn 
Nr. | traubensiure | in Stunden | aldehyds in mg] “f° | in mg 
in mg 
1 m/17 1 80 2 «| «665 
26 «| «78 
| 2 " 2 80 52 15,6 
52 18,2 
3 " 13 80 62 25,9 
40 61 21,6 
4 m/6 40 30 45 15,5 
5 % 30 30 70 29 
69 27 

















die Carboxylase unter den angewendeten Bedingungen schidigt. 
Die Menge des gebildeten Acetoins entspricht der geringeren 


























Kohlensiuremenge. 
Tabelle 3. 
” m Reaktionsprokukte . 
) 5 = ie 
“ a 3 3 - Kohlensdure pawn 
4128) 3| in m 
s re 3 3 5 eh » he & Bemerkungen 
5 SEI SB2 3 22 48 
i B+ Rn o2!|a2}| M/s Na 
“4 8 S|} 5 8] §‘s 3D A | ef Be 
“ | gel> (eel Fel s |2 pad 
: * = i" 3 
1 m/15 16 78 91 | 16,7; 18 (21) kein Toluol, 10 com 
n-Essigséure 
2 m/5 16 79 82 | 20,6) 25 (26) | kein Toluol, 5 com 
n-Essigsdure 
3 m/15 6 44 44 4,7} 11 (11) Toluol, 5 ccm 
2 n-H,SO, 
4 m/10 | 10 53 57 , 11,3} 21 (20) | Toluol, 5 ccm 























Gleichzeitig ist aus der Tab. 8 zu ersehen, daB nach Zusatz 
von Saure (gleichgiiltig, ob Schwefelsiure oder Hssigsiure) kaum 
noch Kohlensaure ausgetrieben wird. Die eingeklammerten Zahlen 
sind die Ausbeuten, die auf Grund der ohne Austreibung erhaltenen 
Kohlensiurewerte berechnet sind. 
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In Versuch 1 und 3 war die Garung vor der angegebenen 
Zeit zum Stillstand gekommen. 

In der Spalte ,,Bemerkungen“ ist unter anderem angegeben, 
wieviel und welche Saéure zur Austreibung der Kohlensiéure an- 
gewendet wurde. 

2. Versuchsreihe (Tab. 4). 

Jeder Ansatz enthalt hier auf 3 Millimol Brenztraubenséure 
8 g Trockenhefe und 1°/) des Gesamtvolumens an Toluol. Tempe- 


ratur 30°. 
Abhingigkeit der Acetoinausbeute von Konzen- 
tration der Brenztraubenséiure und Menge der gebildeten 


Kohlensiure (Tab. 4). 





Tabelle 4. 
- Reaktionsprodukte 
oO he : 
a i 
Hieat g Kohlensaure | Acetoin 
Alo § 3 in mg 
<|85 a bo | BO ~e £ Bemerkungen 
ae 5 a; 8 | Seas 
Els 2 ofi28| - TSas 
S| 8 8 S HE) BE] F seks 
o 2 - So +s | $ a © Sond 
i ea si iss § 
q < <q > &§ 
—————— — a 
1] m/15] 20 Min. 34 | 45 | 50; 11 14 ccm 2 n-H,SO, 
20 ,, 37 56 | 7,7; 14 14 ccm n-Essigsaure 
7 2,75 Stdn.| 64 80 | 20,5 26 3 ccm n-Essigsiure 
275 ,, 68 | 87 |17,5 20 15 cem 2n-H,SO, 
31s 125 . 69 91 |166; 18 10 ccm 2n-H,SO, 
1,25 ,, 71 94 (18,9; 20 10 cem n-Essigséure 


4 ms 13 - 67 95 | 20,4 21 10 ccm 








= 5 . 71 93 (17,5; 19 10 ccm 9 
ohne Toluol 
6] m/5 | 18 Min. 16 24 | 0,9 4 5 ccm 2n-H,SO, 
os . 13 23 | 1,7| 7 5 ccm n-Essigsaure 
tT -_ 29 | 45 | 7,6) 17 5 ccm 2n-H,SO, 
30 ,, 28 48 /11,2; 23 5 ccm n-Essigsiure 
ia 2 oe 85 | 52/129) 2 2,5 ccm 2n-H,SO, 
xy 2,15Stdn.} 99 | 110 |38,7; 35 5 ccm n-Kssigséure 
it » £28 ‘ 91 | 100 (31 | 31 5 ccm n-Essigsaure 
i os 5 _ 101 | 112 |37 | 33 5 ccm 9» 
13] ,, |18  ,, | 104 | 108 |403) 37 5 com ” 


4], | 5  , | 106 | 117 /41,2} 35 5 cem D 
| | ohne Toluol 
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In den Versuchen 3, 4, 5, 11, 12, 18, 14 war die Aufarbeitung 
erst einige Zeit nach beendigter Girung erfolgt, in allen anderen 
Versuchen sofort. Die Versuche 7, 8, 11 waren in doppelter, Nr. 6 
in 3facher Menge angesetzt, die Daten beziehen sich aber alle 
auf den einfachen Ansatz. In der letzten Vertikalspalte ist Art 
und Menge der zur Austreibung verwendeten Saure bezeichnet. 

In Nr 5 und 14 ist Toluol weggelassen. Die Girung verliuft 
rascher, ohne daB sich an der Acetoinausbeute etwas indert. 
(vgl Tab. 3). 


3. Inaktivierung der Carboxylase durch Einwirkung von Hitze (T'ab. 5). 


Jeder Ansatz enthielt 3 Millimol Brenztraubensiure (ge- 
puffert), 1 g Trockenhefe, kein Toluol (ausgenommen Versuchs- 
reihe 6). Die Kohlensiure wurde nicht ausgetrieben. Tempe- 
ratur 30°, 

Versuchspaar 5 ist im doppelten Ansatz durchgefiihrt, die 
Daten sind auf den einfachen Ansatz bezogen. Jede Versuchs- 























Tabelle 5. 
— i | = . Reaktionsprodukte 
SB lg H 3 Acetoin 
| ea|fele.g|, -“™ 
2) 2/93 |(CSe| 2 ae 
3 &g = 3 $ a2 F 2 8 2 3% Bemerkungen 
5 p= iu = = = by r Ss in mg =<5 B § 
> Sq Sa 18s si ‘o EO 
8 Bie S$ es] e645 
nO 3 = = E 
m/6 14 30 0 0 0 
- ” 38 0 86 _— hes 
es 38 15 1 ones — 
” 38 20 12 _— — 
3 , 22 0 87 18,2 21 
ce 22 10 40 4'5 il 
; 22 10 0 0 0 
? 
4 25 0 84 i pe 
: 2 | 10 | 78 | 215 | 928 
. 25 10 76 | 245 32 
a , 13 0 69 — — 
. 13 10 20 edi og 
6 m/17 27 0 63 ~~ | mit Toluol 
6 35 2,2 6 - 
1.5 
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reihe wurde gleichzeitig ausgefiihrt ‘Trotzdem kann die Inakti- 
vierung der Hefe recht verschieden verlaufen, wie man aus Reihe 3 
deutlich erkennt. Deshalb ist es unbedingt notwendig, Kohlen- 
siiure und Acetoin im gleiehen Ansatz nebeneinander zu bestimmen. 


4, Einflu8 von Chloroform auf die Gairung der Brenztraubensaure (‘T'ab. 6). 


Diese Versuche wurden mit einem Hefepraparat ausgefiihrt, 
das nach der Vorschrift von Stepanow hergestellt war, mit der 
Abweichung, da statt obergiriger Hefe untergirige verwendet 
wurde, wie ich sie in den vorher beschriebenen Versuchen auch 
benutzte. Die Giaransitze entsprachen den Angaben von Ste- 
panow, auch bei Verwendung von 1,5 g Hefepraparat anderte 
ich die Mengenverhialtnisse nicht. Die Anordnung der Versuche 
war dieselbe wie bei den oben geschilderten, nur war hier das zur 
Lésung notige Wasser vorher bei 30° mit Kohlensaure gesittigt 
worden. Das Gas wurde nicht ausgetrieben. Die Aufarbeitung 
erfolgte teils nach Stepanow, indem vor der Destillation (mit 
Ferrichlorid) mit Bleiacetat gefallt wurde, teils wurde nach Zusatz 
von Olsiure direkt destilliert. Die Acetoinbestimmung wurde 
aber in beiden Fallen nach den Angaben meiner 2. Mitteilung 
ausgefiihrt. In der Versuchsreihe 2 ist in denjenigen Ansitzen, 
die mit Chloroform versetzt waren, bereits nach 15 Minuten sehr 
viel mehr Kohlenséure gebildet worden als in den Parallel- 



































Tabelle 6. 
- Reaktionsprodukte 2 
2 * a | Acetoi &D = 
~io 2 cetoin 
Z| om er - Kohlensaure in mg | et mS |. = & & 
4/32 3 nach Stunden | \g8 38 ZS 
sj/u es Es | MiDmMan's e 5 Ss 
2 o 3 N Pa Ee Bi so2ea S p's 
Silas i il = Dee a 
oO & 1 | 9 15 — | _ 
Ss A /s | | 4 i | he © Ea 7 g 
1] 03 — —|—|2o/%|21|/ 8 one 
0,3 — — | — | 14| 22) 3,0) 13 Bleifallung 
0,3 | Chloroform | — | — | 25 | 26) 0 | 0 _ 
0,3 | Chloroform | — | — | 23 | 23 0 | 0 Bleifallung 
| | 
21 15 _ 17 | 44| —| 70/361) 51 st 
1,5 — 9 | 37 | — | 61 | 25,8 42 Bleifallung 
1,5 | Chloroform | 29 39 | — | 50/102) 20 — 
1,5 | Chloroform | 27 | 42 | — | 49 7,9 = 16 Bleifallung 
3] 15 _ 13 | 46| —| 71/225; 32 Bleifallung 
1,5 | Chloroform | 15 | 54 | — | 67 | 7,2 11 . 
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versuchen ohne Chloroform. Ich hielt es fiir méglich, daB der 
Dampfdruck des Chloroforms eine Gasentwicklung vorgetiuscht 
hatte und stellte deswegen in dieser Richtung einige Orientierungs- 
versuche an. Man kann tatsachlich Fehler machen, wenn man 
nach dem Einbringen der mit Chloroform versetzten Hefesuspension 
in den Thermostaten und Zugabe der Brenztraubensiurepuffer- 
losung sofort mit der Quecksilberbiirette verbindet. In einigen 
Minuten lassen sich so 5—6 cem ,,Gas‘‘ erhalten. Die Kohlensiure- 
sittigung des Wassers spielt hier keine Rolle, man erzielt denselben 
Effekt mit Wasser und Chloroform allein. Der Fehler la8t sich 
vermeiden, wenn man vor Zugabe der Brenztraubensiiure etwa 
10 Minuten schiittelt, bis sich die Temperatur ausgeglichen hat. 
Versuchsreihe 8 wurde unter ausdriicklicher Beriicksichtigung 
dieser Tatsache durchgefiihrt. Nach 15 Minuten sind die ent- 
wickelten Kohlensiuremengen in beiden Versuchen fast gleich. 
Ks ist also wohl méglich, daB in den beiden vorhergehenden Ver- 
suchsreihen dieser Fehler eine Rolle spielt. -Das macht fiir das in 
Frage stehende Problem aber nichts aus, denn auch in Reihe 3 
zeigte sich, daB durch Chloroform die Acetoinbildung beeintrichtigt 
wird, ohne daB die Carboxylase wesentlich leidet. 

Hinige weitere Versuche wurden der Frage gewidmet, ob 
unter den Bedingungen der Aufarbeitung Acetoin sich quantitativ 
bestimmen léBt. Aus der waBrigen Lésung geht Acetoin nicht 
nachweisbar in kleine Mengen Chloroform iiber. Die Anwesenheit 
von Chloroform bei der Ferrichloriddestillation stért nicht, auch 
nicht bei der folgenden Verarbeitung. Setzt man dagegen zu einem 
Versuchsansatz Acetoin und arbeitet sofort auf, so findet man 
nur etwa 80°/, des zugesetzten Acetoins wieder, unter Beriick- 
sichtigung des Ausbeutefaktors. Das wurde bei verschiedenen 
Mengen von Hefepriparat wie Acetoin gefunden. Durch Aus- 
waschen des Bleiniederschlages léBt sich kaum Acetoin gewinnen. 
Bei gleicher Aufarbeitung spielt aber dieses geringe Defizit keine 
Rolle. Es ist unnétig die genauen Daten dieser Kontrollversuche 
anzufiihren, da alle diese Korrekturen nicht die Tatsache um- 
stoBen, daB durch Chloroform die Acetoinbildung eingeschrankt 
wird. Allerdings war dies bei den hier geschilderten Versuchen 
lange nicht in dem AusmaBe der Fall wie in den Stepanowschen 
Experimenten. 

C. Zusammenfassung. 

Die Bildung des Phenyl-acetylearbinols auf phytochemischem 

Wege erfolgt durch Reaktion von nascierendem Acetaldehyd mit 
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Benzaldehyd. Die Entstehung des Acetoins bei der Giarung der 
Brenztraubensiure geht sehr wahrscheinlich nach dem gleichen 
Mechanismus vor sich. Der Versuch, durch Untersuchung der 
Vergirung von Brenztraubensiéuresulfit bei Anwesenheit von 
Acetaldehyd den Reaktionsmechanismus der Acetoinbildung exakt 
zu beweisen, fiihrte nicht zum Ziel, da die Brenztraubensiure- 
sulfitverbindung unter den gewahlten Bedingungen zu _rasch 
hydrolytisch zerfallt. 

Es ist trotz gegenteiliger Behauptungen bisher nicht gelungen, 
aus stabilen Kérpern mittels Hefe Acyloine zu erzeugen. 

Die Untersuchung der Kinetik der Acetoinbildung im Zu- 
sammenhang mit der Decarboxylierung der Brenztraubensiure 
hat ergeben, daB bei fortschreitender Garung die Ausbeute an 
Acetoin, bezogen auf die Menge der umgesetzten Brenztrauben- 
siure, zunimmt. Bei gleicher Kohlensiurebildung ist anderseits 
die Acetoinausbeute um so gr6Ber, je gréBer die Konzentration 
der girenden Brenztraubenséure ist. Dieser Unterschied wird 
verwischt, wenn man von vornherein soviel Acetaldehyd der 
Girung zusetzt, daB seine Konzentration in den zu vergleichenden 
Lésungen ungefaéhr gleich ist. Die Verhaltnisse werden von der 
Konzentration des Acetaldehyds beherrscht. Variation der Hefe- 
menge, der Girgeschwindigkeit, An- oder Abwesenheit von Toluol 
spielen keine Rolle in bezug auf den Zusammenhang zwischen 
Vergirung und Acetoinbildung. 


Unterwirft man Trockenhefe der Kinwirkung von Warme, 
so bleiben entweder Carboxylase und ,,Carboligase* ungeschadigt, 
wenn die Zeitdauer zu kurz ist, oder aber beide werden im gleichen 
Umfang zerstért. Hierbei ist allerdings das Ergebnis der kinetischen 
Versuche zu beriicksichtigen, daf man bei geringem Grad der 
Spaltung der Brenztraubenséure kleinere prozentuale Ausbeuten 
an Acetoin findet. Der Sachverhalt lat sich sehr gut mit der 
Auffassung erklaren, daB die Bildung des Acetoins im Gefolge der 
Decarboxylierung der Brenztraubenséure von selbst vor sich geht. 
Wird die Carboxylase durch Erwirmen geschadigt, so geht die 
Ausbeute an Acetoin entsprechend der verminderten Carboxylase- 
menge zuriick. Dasselbe gilt, wenn man bei Verwendung von 
kleinen Mengen Trockenhefe durch Zusatz von Toluol die Carb- 


oxylase schadigt. 
Dagegen schrinkt Zusatz von Chloroform bei der Vergarung 
der Brenztraubensiiure mit einem nach Stepanow hergestellten 
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Hefepréparat tatsachlich die Acetoinbildung ein, ohne die De- 
carboxylierung wesentlich zu beeinflussen. Es wird die Méglich- 
keit erwogen, da Chloroform an der Oberfliche des Hefepraparates, 
das zudem noch Tonerde Cy enthalt, adsorbiert wird und auf diese 
Weise die Entstehung des Acetoins stért. DaB Chloroform bei 
nichtfermentativer Decarboxylierung der Brenztraubensaure ebenso 
wie andere nichtwaéBrige Lésungsmittel die Acetoinbildung be- 
hindert, zeigen Versuche der folgenden Mitteilung. 

Es hat sich bisher weder aus Versuchen von anderen 
Forschern, noch aus den meinigen, irgendein Anhalts- 
punkt ergeben, der die Existenz der ,,Carboligase” 
beweist. 








Nichtfermentative Acetoinbildung 
und das Problem der ,,Carboligase“. 


4, Mitteilung tiber Acyloine.?) 


Von 


Wilhelm Dirscherl. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg). 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Juli 1931). 


A. Allgemeines. 1. Einleitung 8.78. 2. Bestrahlung der Brenz- 
traubensiure. a) In Wasser S. 82. b) In nichtwiBrigem Medium S. 85. 
38. Die Bildung von Acetoin bei verschiedenen Decarboxylierungsreaktionen 
der Brenztraubensiiure 8. 89. — B. Versuche S. 98. 


A. Allgemeines. 


1, Einleitung. 

In der 2. Mitteilung konnte gezeigt werden, daB bei der 
photochemischen Decarboxylierung der Brenztraubensaure quanti- 
tativ Acetoin entsteht. Die Versuche waren in waBriger 5 m-Liésung 
vorgenommen worden. In der vorliegenden Arbeit wurden diese 
Versuche fortgesetzt. Einerseits wurde die Bestrahlung in gréBerer 
Verdiinnung ausgefiihrt, anderseits wurde das Verhalten der Brenz- 
traubensiure bei Belichtung in verschiedenen Lésungsmitteln einer 
Priifung unterzogen. Weiterhin wurde untersucht, inwieweit bei 
den verschiedenen Arten der Decarboxylierung der Brenztrauben- 
siure Acetoin auftritt. 

Bevor ich auf die Beschreibung der Versuche eingehe, muf 
ich noch zu einigen Punkten der in der vorhergehenden Mitteilung 
Ofters zitierten Neubergschen Abhandlung: ,,Photochemische 
und phytochemische Acyloinbildung (carboligatische Wirkung)**) 
Stellung nehmen. Zunichst darf ich zum Ausdruck bringen, daB 
ich mit Neuberg in seinem SchluBsatz vollkommen iibereinstimme: 





1) 3, Mitteilung voranstehend. 2) Biochem. Z. 225, 238 (1980). 
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,auf alle Fille ist die — von Belichtung ganz unabhingige — 
Acyloinsynthese in der Natur enzymatisch bedingt, mag sie von 
zwei Fermenten oder einem ausgelést werden.“ Ich habe nie 
daran gedacht oder davon gesprochen, daB die carboxylatische 
Wirkung der Hefe etwa durch einen Lichteffekt zustande kame. 
Die Carboxylase der Hefe ist notwendig, um aus Brenztrauben- 
siure den nascierenden Acetaldehyd zu bilden, der dann in Acetoin 
iibergeht. Insofern ist die Acetoinsynthese in der Natur sicher 
von einem Ferment abhingig. Ich habe auf Grund der Ergebnisse 
meiner Bestrahlungsversuche lediglich in Zweifel gezogen, ob der 
Ubergang des nascierenden Acetaldehydes in Acetoin der Mit- 
wirkung eines Fermentes bedarf (,,Carboligase“) oder nicht. Diese 
SchluBfolgerung griindete ich nicht auf die Tatsache, daB Acet- 
aldehyd unter dem EinfluB der Belichtung Acetoin liefert, sondern 
darauf, daB Brenztraubensiure vom ultravioletten Licht auch hinter 
einem Acetaldehydfilter decarboxyliert wird und noch quantitativ 
Acetoin bildet, obwohl unter diesen Bedingungen Acetaldehyd 
allein nicht mehr verindert wird. Was beim Hefeversuch die 


“ Carboxylase zustande bringt, bewirkt bei der Bestrahlung hinter 
dem Acetaldehydfilter das langwellige Ultraviolett, das in das 
ReaktionsgefaB eintritt. Die Reaktion aber, die Neuberg der 
,Carboligase“ zuschreibt, der Ubergang von Acetaldehyd in Acetoin, 
geht beim Belichtungsversuch von selbst vor sich, einfach im Ge- 

r folge der Decarboxylierung, denn Aldehyd wird von dem gefilterten 

., Licht nicht verindert. Was ich miteinander vergleiche ist der 

g nascierende Acetaldehyd, der einesteils durch photochemische, 

e andernteils durch phytochemische Decarboxylierung gebildet wird. 

r Fiir die Berechtigung dieses Vergleiches spricht die Tatsache, daB 

i. in beiden Fallen Acetoin in guter Ausbeute gebildet wird. Wie 

r im Laufe dieser Arbeit gezeigt werden kann, kommen die Ver- 

3j | haltnisse bei der Belichtung sogar denen der Hefeversuche weitaus 

" am nichsten, da es eben keine Méglichkeit gibt, die Brenztrauben- 
siure in waBriger Lésung bei Zimmertemperatur mit brauchbarer 

8B SF Geschwindigkeit zu decarboxylieren auBer der Einwirkung von 

g —  Carboxylase oder von Licht. 

e Neuberg fiihrt in seiner Abhandlung eine Reihe von ,,acyloin- 

2 | maBigen Zusammenschliissen“ aus der Literatur an. Wie Neuberg 

B '  Selbst wohl durch die Bezeichnung andeuten will, handelt es sich 

, ' aber streng genommen um ganz anders geartete Vorgiinge, die 


mit Acyloinbildung nur eine gewisse Ahnlichkeit aufweisen. Kinige 
Beispiele sollen dies zeigen. 
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Die Addition von Acetaldehyd an Chinon unter dem Einflu8 des 
Lichtes ist verschieden von der Anlagerung an Aldehyd, wie man sieht, 
wenngleich das H-Atom des Carbonyls wandert. 


l OH 


. 2 
(J) oom — () 


Se 3 
| NSH 


Die photochemische Bildung von Trimethyl-aithylenglykol aus Aceton 
und Athylalkohol beruht nicht auf der Wanderung eines an einem Carbony| 
sitzenden Wasserstoffatoms, wie es beim Acetoin der Fall ist. 


CH, H 
\c=0 <”“H SC—CH, —> 
CH,” HO : CH,” 


Das eben Gesagte gilt ebenso fiir die Entstehung von 2,3-Butylen- 
glykol aus Acetaldehyd und Athylalkoho!: 


C.—CHOH—CH, . 


MAOH 
CH,—C HSC—CH, —» CH,—CHOH—CHOH—CR, . 
No HO 


Die beiden letzterwihnten Reaktionen haben mebr Ahnlichkeit mit der 
Aldolbildung, als mit der Acetoinentstehung. Die Wasserstoffatome der 
Methylgruppe des Acetaldehydes scheinen lockerer zu sitzen, als das Wasser- 
stoffatom am Carbonyl. Das ist wohl auch der Grund, daB8 bei der Ein- 
wirkung von chemischen Reagentien auf Acetaldehyd im allgemeinen die 
Aldolbildung bevorzugt erscheint. Nach Decarboxylierung der Brenztrauben- 
siure dagegen entsteht die Form des Aldehydes, die fiir die Bildung von 
Acetoin pridestiniert ist. DaB man wahrscheinlich dieselbe Form des Al- 
dehydes erhilt, wenn man ihn der Belichtung mit ungefiltertem Licht aus- 
setzt, habe ich in:der 2. Mitteilung kurz erwihnt. Das hingt méglicher- 
weise damit zusammen, daB ja hauptsiichlich die Carbonylgruppe ubsorbiert 
und so vielleicht gerade das an ihr sitzende Wasserstoftatom gelockert wird. 
Ich weise aber nochmals ausdriicklich darauf hin, daB die Bildung von 
Acetoin durch Bestrahlung von Acetaldehyd von mir nicht zum Vergleich 
mit den Hefeversuchen herangezogen worden ist, wie offenbar Neuberg 
meint. Ich habe lediglich damit verglichen, die Acetoinbildung aus Brenz- 
traubensiiure bei Bestrahlung mit gefiltertem Licht, das zwar die Brenz- 
traubensiiure decarboxylieren kann, aber Acetaldehyd nicht veriindert, wie 
ich zeigen konnte. 

Man kann aber die von Neuberg zitierten photochemischen Vorginge 
héchstens in Vergleich setzen mit der Belichtung von Acetaldehyd, die 
Acetoin liefert, aber nicht zur Decarboxylierung der Brenztraubensiure hinter 
dem Acetaldehydfilter. Das war auch der Grund, warum ich diese Pro- 
zesse in meiner 2. Mitteilung nicht erwihnte. Von ihrer Betrachtung aus- 
gehend, konnte man niemals irgendwelche Schlu8folgerungen in bezug auf 
das Carboligase-Problem ziehen. Wire dies méglich gewesen, so hitte ich 
mir die Miihe erspart, die schlieBlich zur Auffindung der quantitativen 
Acetoinbildung bei der Brenztraubensiiurebelichtung gefiihrt hat. 
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Neuberg schreibt ferner, da8 photochemisch gebildeter Acetaldehyd 
oder Brenztraubensiiure nicht immer zur Acetoinbildung fiihren, da nach 
Ciamician und Silber’) sowie Ganassini’®) bei der Belichtung von Milch- 
siure Acetaldehyd und unzersetzte Brenztraubensiiure entstehen. Aus den 
Zentralblattreferaten ist nicht ersichtlich, daB diese Autoren auf die An- 
wesenheit von Acetoin gepriift haben. Selbst wenn es aber sicher stiinde, 
daB unter diesen Verhiiltnissen kein Acetoin entstanden ist, miiBte man 
doch erst die genauen Einzelheiten dieser Versuche kennen, um irgend- 
welche Schliisse daraus ziehen zu kénnen. AuBerdem sind diese Versuche 
mit Sonnenlicht durchgefiihrt worden, das von dem der Quecksilberlampe 
verschieden ist, wie allgemein bekannt. Die Beweiskraft meiner zahlreichen, 
quantitativ untersuchten Belichtungsversuche bleibt bestehen. 

Neuberg fihrt dann noch eine Reihe von rein chemisch erfolgenden 

,acyloinmiBigen Zusammenschliissen“ an: die Reduktion des Acetaldehydes 
zu $,y-Dioxybutan, die Bildung von Diacetyl bei der Elektrolyse von Brenz- 
traubensiiure, die Behandlung des Athylalkohols mit Tonerde unter Druck, 
wobei nach Ipatiew intermediiir Acetoin auftreten soll. Fiir diese Ver- 
suche gilt das oben bei den photochemischen Reaktionen Gesagte. MaB- 
gebend fiir das Carboligase—Problem ist lediglich die Untersuchung der De- 
carboxylierung der Brenztraubensiiure. 

Ich kann auch Neuberg nicht beipflichten, wenn er sagt, daB man 
zwischen Acetoin, Diacetyl und dem dazugehorigen 2,3-Butylen- 
glykol keinen Unterschied machen diirfe, da sie nach demselben Prinzip 
gebaut und durch zahlreiche Ubergiinge miteinander verbunden sind. Es 
kommen fiir das Carboligase-Problem nur Vorgiinge in Betracht, die gerade 
Acetoin liefern. Ich zitiere aus Neuberg und Hirsch’): Die physio- 
logische Bildung des Ketonalkohols, der sich aus gleichen Molekiilen Acet- 
aldehyd und Benzaldehyd zusammensetzt, ist um so bemerkenswerter, als 
rein chemisch eine derartige Vereinigung nicht erfolgt und auch kein ein- 
facher Katalysator bekannt geworden ist, der einen aliphatischen und aro- 
matischen Aldehyd in solcher Weise aneinander reiht. Das gilt natiirlich 
ebenso fiir die spiiter entdeckte Acetoinbildung. Neuberg selbst wies also 
damals nicht auf die oben besprochenen Vorginge hin, sondern betrachtete 
die aufgefundene Reaktion mit Recht als etwas Neues. Die Autoren fahren 
fort: ,,In diesen Verhiltnissen liegt zugleich eine Berechtigung, die erwiihnte 
Kohlenstoffketten-Verkniipfung gemi8 unseren derzeitigen Benennungen als 
einen fermentativen Vorgang zu betrachten’. An anderer Stelle schrieb 
Neuberg*) mit vollem Recht im Jahre 1927: ,,Die Carboligase verwirklicht 
Synthesen, die rein chemisch nicht zu vollbringen sind“. 

Aus dem geschilderten Tatbestand ergibt sich, daB in bezug 
auf die Photochemie die von mir aufgefundene Reaktion vor- 
handenes Tatsachenmaterial erweitert, daB aber in Hinsicht auf 


das Carboligase-Problem erstmals gezeigt werden konnte, daB bei 





1) Kend. Accad. dei Linc. 22, 539 (1913); B. 46, 1558 (1913). 

) Boll. Soc. Med. Chirurg. di Pavia 1910; Chem. Z. 1910, I, 729. 

8) Biochem. Z. 115, 288 (1921). 

‘) Zusammenfassung in Abderhalden, Hdb. d. biol. Arbeitsmeth. 
Abt. IV, Teil 1, S. 626. 
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nichtfermentativer Decarboxylierung der Brenztraubensidure Acetoin 
gebildet wird. Von Wichtigkeit ist dabei, daB der nascierende 
Acetaldehyd von selbst in Acetoin iibergeht, so daB es nahe liegt, 
dasselbe bei den Hefeversuchen anzunehmen. Die von mir auf- 
gefundene Reaktion wire, abgesehen von der Inaktivitit 
des gebildeten Produktes, eine ideale Modellreaktion 
der ,, Carboligase“, wenn nicht eben durch diese Reaktion 
die Existenz der,,Carboligase“ stark in Zweifel gezogen 


wiirde. 





2. Die Bestrahlung der Brenztraubensaure. 


a) In wiBriger Liésung (Tab. 1, Versuchsteil S. 100). 


Die in der 2. Mitteilung beschriebenen Belichtungsversuche 
waren durchweg mit 5 m-wiBriger Brenztraubensiure ausgefihrt 
worden, Die Ausbeute an Acetoin betrug 90—100°/, bei Ver- 
wendung von Licht, das durch Acetaldehyd oder Aceton gefiltert 
war. Bei Bestrahlung mit ungefiltertem Licht war die Ausbeute 
etwas niedriger, nimlich 70—90°/,, je nach der Versuchsdauer. 
Der Grund war darin zu suchen, daB Acetoin ein dihnliches Ab- 
sorptionsdiagramm aufweist wie Acetaldehyd oder Aceton?) und 
somit durch ein Filter, das mit einer dieser beiden Substanzen 
gefiillt ist, vor der EKinwirkung des Lichtes geschiitzt, dagegen 
von ungefiltertem Licht zerstért wird, wie sich zeigen lieB. Diese 
ausgezeichnete Ausbeute ist bemerkenswert, da man bei den 
Hefeversuchen héchstens 40°/, Acetoin erhalt. Darauf wies ich 
in der 2. Mitteilung hin und erwihnte, der Unterschied hinge 
wohl damit zusammen, da bei den Hefeversuchen mit geringerer 
Brenztraubensiurekonzentration gearbeitet wird, nimlich etwa 
0,1 m. Diese Daten beziehen sich entgegen der Ansicht Neubergs 
in beiden Fiillen auf die Menge der umgesetzten Brenztrauben- 
siure. Kine andere Ausbeuteberechnung wire ja unzulassig. 
Wenngleich man beim Hefeversuch kein homogenes Medium vor 
sich hat wie beim Bestrahlungsexperiment, so ist doch ein Ver- 
gleich der Ausbeutezahlen interessant. Im ,,Modellversuch ist 
die Ausbeute an Acetoin wesentlich besser als im ,,Ferment- 
versuch“. Das ist ein ungewéhnlicher Sachverhalt. Man ist im 
alleemeinen daran gewéhnt, daB ein Ferment unter gleichen Be- 
dingungen die fragliche Reaktion besser bewerkstelligt als es im 
Modellversuch gelingt. Wesentlich ist es natiirlich unter gleichen 


_ 


1) Dirscherl u. Braun, 1. Mitt. tiber Acyloine. B. 63, 416 (1930). 
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Umstinden zu arbeiten. Das ist bei der Bestrahlung aber der 
Fall, denn man arbeitet in wiBriger Lésung bei Zimmertemperatur 
und ohne weitere Zusiitze. Das einzige, was man vielleicht be- 
anstanden kénnte, wiire die hohe Konzentration der Brenztrauben- 
siure, sie war 5 m, also etwa 44°/, ig. Um auch in dieser 
Hinsicht noch Vergleichbarkeit zu schaffen, untersuchte ich die Be- 
lichtung der Saure in gréBerer Verdiinnung. DaB man Brenztrauben- 
siure nicht in 5 m-Lésung zu vergiiren pflegt, war mir bekannt.?) 

Die Anordnung der Belichtungsversuche war dieselbe, wie 
sie in der 2, Mitteilung beschrieben ist. Zur Messung der Kohlen- 
siure bediente ich mich aber nicht, wie dort, eines Absorptions- 
gefiBes mit Kalilauge, sondern legte eine oder zwei Kugelréhren 
mit n/20-Barytwasser vor, das nach Beendigung des Versuches 
titriert wurde. Die Messung ist genauer und gegen Stérungen 
weniger empfindlich. 

Belichtung von 5 m-Brenztraubensiiure mit ungefiltertem 
Licht ergab wie friiher eine Ausbeute von 83°/, Acetoin. 

Kine Versuchsreihe wurde mit 1 m-Brenztraubensiure durch- 
gefiihrt. Meist wurde mit ungefiltertem Licht bestrahlt. Mit 
wachsender Versuchsdauer steigt die Menge der gebildeten Kohlen- 
siure und des Acetoins. Die Ausbeute an diesem betrug bei 
nicht allzulanger Dauer der Bestrahlung 90—100°/,, bei langerer 
Bestrahlung ging sie auf 70—80°/, zuriick, infolge der merklichen 
Zerstérung durch das ungefilterte Licht. In einem Versuch wurde 
das Licht vor dem Kintritt in das ReaktionsgefaiB durch ein 
Acetonfilter geschickt, hier war die Acetoinausbeute 100°/). 

Die Ausbeute an Acetoin ist also in 1 m-Lésung wie in 
5 m-Lésung quantitativ. In diesem Bereich ist die Verdiinnung 
ohne EinfluB. 

DaB auch die Decarboxylierung der Brenztraubensiure bei 
diesen verschiedenen Konzentrationen gleich rasch verliuft, hingt 
damit zusammen, daB die Extinktion der Brenztraubensiure sehr 
groB ist. Auch in der verdiinnten Lisung wird noch alles ein- 
gestrahlte Licht absorbiert und der gleichen Anzahl der auf- 
genommenen Lichtquanten entspricht der gleiche Umsatz. 

Ein Versuch wurde auch mit 0,2 m-Lésung von Brenztrauben- 
siure unternommen. Hier ging die Kohlensiureabspaltung lang- 
samer vor sich, die Ausbeute an Acetoin betrug 96°/, (mit ge- 
filtertem Licht). 





1) Neuberg, Biochem. Z. 225, 241 (1930). 
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Bei dieser Verdiinnung befinden sich aber im ReaktionsgefaB 
nur 26,4 mg Brenztraubensdure, die maximal 13,2 mg Kohlensiure 
und ebensoviel Acetoin bilden kénnen. Die Genauigkeit der Ver- 
suchsergebnisse wird natiirlich geringer. Ich habe vorliufig darauf 
verzichtet, weitere Versuche anzustellen. Es ist nétig, die Acetoin- 
ausbeute bei der Decarboxylierung der Brenztraubensdure in noch 
groBerer Verdiinnung zu untersuchen. Man kann erwarten, dab 
bei Unterschreitung einer gewissen Konzentration die Acetoin- 
bildung nicht mehr quantitativ verlaufen wird, so daB ein Teil des 
entstehenden Acetaldehydes sich stabilisieren muB. Diese Versuche 
miissen mit gréBeren Mengen an Liésung durchgefiihrt werden, als 
es bisher méglich war. Das erfordert gréBere QuarzgefaBe und 
Linsen, iiber die ich bisher nicht verfiigte. Diese Versuche sollen 
unternommen werden, sobald mir die nétigen Mittel zur Verfiigung 


stehen. 
Eines aber li Bt sich aus den gemachten Versuchen sagen: auch 


in 0,2 m-Lésung, also der Konzentration, bei der ich einen Teil der in 
der 3. Mitteilung geschilderten Hefeversuche ausfiihrte, ist die Acetoin- 
ausbeute bei gleichem Umsatz im Belichtungsversuch viel gré8er als 
im Hefeversuch. Das zeigt folgende kurze Gegeniiberstellung. 


Belichtung (Tab. 1, Vers. 10): 1,5 ccm 0,2 m-Brenztraubensiiure geben 
5,6 mg CO, und 5,4 mg Acetoin = 96%; 

Hefeversuch (3. Mitt., Fig. 2): 15 cem 0,2 m-Brenztraubensiiure geben 
56 mg CO, und 12,5 mg Acetoin = 22°/,. 

Es mag sein, daB diese Verschiedenheit nur darauf zuriick- 
zufiihren ist, da& man bei der Belichtung in einer homogenen 
Lésung arbeitet, wihrend in den Hefeversuchen die Hefeteilchen 
vielleicht eine mechanische Behinderung fiir den nascierenden 
Acetaldehyd bilden, so daB er nicht so gut Acetoin zu bilden 
vermag wie in homogener Lésung. In diesem Sinne wire es 
vielleicht auch méglich, daB gereinigte Carboxylasepriiparate eine 
bessere Ausbeute an Acetoin zu liefern imstande sind. Damit 
kénnte eventuell die gute Acetoinbildung, die Stepanow mit seinem 
Priparat offenbar erzielt hat (3. Mitt.) erklart werden. Das sind 
natiirlich Vermutungen. 

Man kann einwenden, daB es unsicher ist, nach welchem 
Mechanismus im Bestrahlungsversuch die Bildung des Acetoins 
verliuft. Auf Grund von Uberlegungen, auf die ich hier nicht 
eingehen will, ist es unwahrscheinlich, daB eine Verbindung zwischen 
Acetaldehyd und Brenztraubensiiure entsteht, die dann zerlegt 
wird. Es soll spiter versucht werden, diese Frage aufzukliren. 
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In diesem Zusammenhang wird auch die Synthese der fraglichen 
Verbindung CH, -COH(COCH,)-COOH in Angriff genommen 
werden, um feststellen zu kénnen, wie sie sich bei der Einwirkung 
von Licht bzw. von Hefe verhilt. 


b) In nichtwaBrigem Medium (Tab. 2, Versuchsteil S. 101). 


Im Zusammenhang mit spiiter zu beschreibenden Versuchen 
war es von Interesse zu untersuchen, wie die Acetoinbildung in 
nichtwiBriger Liésung verliuft. 

Der einfachste Fall liegt vor, wenn man Brenztraubensiure 
in Substanz, ohne jeden Zusatz, belichtet. Die Decarboxylierung 
geht viel langsamer vor sich als in Wasser. Nach 18 Stunden 
sind 7,7 mg Kohlensiure entstanden (Tab. 2, Vers. 1), in 1 m-wab- 
riger Lésung 33 mg (Tab. 1, Vers. 5). AuSerdem ist die Acetoin- 
ausbeute wesentlich geringer als in Wasser, sie betriigt 4°/, der 
umgesetzten Brenztraubensiure, in einem Parallelversuch bei 16mg 
Kohlensiure 12°/,. Mit der geringen Kohlensiureentwicklung hat 
die schlechte Ausbeute an Acetoin nichts zu tun, da in wiBriger 
Lésung auch bei kleinen Kohlensiuremengen, wie 5 oder 16 mg 
90—100°/, gebildet wurden (Tab. 1, Vers. 3 und 4). Diese mit- 
einander verglichenen Versuche sind alle an derselben Lampe zu 
etwa gleicher Zeit ausgefiihrt worden. 

In absolutem Alkohol erfolgt die Decarboxylierung der 
Brenztraubensiure ebenfalls sehr langsam. Nach 1 Tag sind etwa 
10—20°/, der Menge Kohlensiiure frei geworden, die in wiBriger 
Lésung von gleicher Konzentration gebildet wird. Acetoin ist nicht 
entstanden. Es war zu erwarten, da® der auftretende Acetaldehyd 
unter dem Hinflu8 der Siure mit dem iiberschiissigen Alkohol 
Acetal liefern wiirde. Auch die Belichtung soll die Acetalbildung 
aus den Komponenten beférdern.') Tatsichlich lieB sich schon 
durch den Geruch feststellen, daB Acetal auftritt. Es fragte sich, 
auf welche Art das Acetal zu bestimmen war. Es war eine 
Methode erwiinscht, die es gestattet, Acetal und Acetaldehyd neben- 
einander annahernd quantitativ zu erfassen. 


Grodzki?) bestimmte Acetal so, daB er die wiBrige Lisung mit etwas 
Salzsiiure versetzte und den entstehenden Acetaldehyd mit Jodkalium und 
Natronlauge in Jodoform iiberfiihrte. Fiir den vorliegenden Zweck war 
diese Methode unbrauchbar, da Brenztraubensiiure sich ebenfalls mit dem 
Reagens umsetzt. 





1) Bamberger u. Elger, Liebigs Ann. 371, 319 (1910); 475, 288 (1929). 
*) B. 16, 512 (1883). 
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Vorlinder erwihnt, daB Acetaldehyd-acetal mit wiBriger, gesiittigter 
Dimedonlésung eine ,,viel langsamere und unvollstiindigere“ Fillung als 
Acetaldehyd gibt’); es bilden sich nur 50°/, des Reaktionsproduktes. Es ist 
wohl sicher, daB der Reaktion mit Dimedon eine Spaltung des Acetals in 
seine Komponenten vorhergeht. 


Unter Beriicksichtigung der Erkenntnis, die ebenfalls von 
Vorlinder stammt, daB Acetaldehyd auch in soda-alkalischer 
Lésung mit Dimedon reagiert, und zwar rascher als Polymeri- 
sation erfolgt, laBt sich ein einfaches Verfahren zur Bestim- 
mung von Acetal und Aldehyd in einer Lésung angeben. 

LiBt man eine Liésung, die Acetal und Acetaldehyd enthalten 
kann, mit soda-alkalischem Dimedon einige Zeit stehen und siuert 
dann schwach an, auf p,, etwa 4—5, so bildet sich bei Anwesen- 
heit von Aldehyd binnen kurzem eine Fillung von Aldomedon. 
Ist Aldehyd aber abwesend und nur Acetal vorhanden, so bleibt 
die Lésung lange Zeit hindurch vollkommen klar und es bilden 
sich erst nach vielleicht 20 Stunden Kristalle von Aldomedon aus. 

Um die Menge des Acetals zu bestimmen, macht man die 
Lésung mit Salzsiure etwa n/d sauer. Der Acetalgeruch ver- 
schwindet rasch. Nach 15 Minuten wird neutralisiert und die 
Menge des gebildeten Acetaldehydes wie iiblich mit Dimedon fest- 
gestellt. Das Acetal laBt sich so fast quantitativ bestimmen. 
Kinzelheiten finden sich im Versuchsteil. 

Aliquote Teile der zu untersuchenden Lésung werden so auf 
Acetal und Acetaldehyd gepriift. 

Bei Anwendung dieser Methode auf die Bestrahlungsversuche 
in alkoholischer Lésung ergab sich, da8 wirklich Acetal gebildet 
wurde, ohne daB sich Acetaldehyd daneben nachweisen lieB. Es 
erklirt sich nun sehr einfach, warum bei der Belichtung der 
Brenztraubensiure in alkoholischer Lésung kein Acetoin entsteht. 
Der zuniichst auftretende Acetaldehyd reagiert sofort mit dem 
Alkohol unter Bildung von Acetal. Daf die Acetoinbildung in 
nichtwiBrigem Medium an und fiir sich schlechter verliuft, kommt 
in zweiter Linie in Betracht. 

Kin interessanter Nebenbefund, der mit der hier verfolgten 
Fragestellung aber nichts zu tun hat, ist darin au sehen, dab 
mehr Aldehyd (in Form seines Acetals) gebildet wird als der frei 
werdenden Kohlensiuremenge entspricht. Es muB also auBer der 
Decarboxylierung der Brenztraubensiiure noch ein anderer Vor- 
gang stattfinden. 





‘') Z. analyt. Chem. 77, 241 (1929). 
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Zur Aufklarung wurden einige Orientierungsversuche unter- 
nommen. Leitet man durch absoluten Alkohol, mit oder ohne 
Brenztraubensiure, 2 Tage lang einen langsamen Stickstoffstrom 
ohne zu belichten, so entsteht weder Kohlensiiure noch Acetal- 
dehyd. Ebensowenig treten die beiden Kérper auf, wenn man 
Alkohol allein unter den Versuchsbedingungen bestrahlt, oder 
eine 2n-alkoholische Lésung von Essigsiure oder Maleinsiure. 
Ks ist also unméglich, daB durch eine Dunkelreaktion aus dem 
Alkohol Acetaldehyd gebildet wird, der dann unter dem EintluB 
von Saure Acetal liefert. Als Séiuren wurden absichtlich Essig- 
siure und Maleinsinre gewihlt, da die eine schwicher, die andere 
stirker sauer ist als die Brenztraubensiure. 

Durch den negativen Ausfall dieser Orientierungsversuche 
ist es sicher gestellt, da& Alkohol und Brenztraubensiure unter 
dem Einflu8 des Lichtes miteinander unter Bildung von Acet- 
aldehyd bzw. Acetal reagieren. 

Ahnliche Vorgiinge sind bereits bekannt. So haben Ciamician und 
Silber!) bei 3jahriger Bestrahlung von Livulinsiure in absolutem Alkohol 


(an der Sonne) y-Oxyvaleriansiure in Form ihres Laktons und Acetaldehyd 
erhalten. Sie formulierten den Vorgang so: 


CH,-CO-CH,-CH,-COOH + CH,-CH,OH 
= CH,-CHOH-CH,-CH,-COOH + CH,-CHO. 


Die Ketogruppe der Siure ist reduziert, die Hydroxylgruppe des Alko- 
hols oxydiert worden. 

Die Autoren schreiben nicht, da8 sie Acetal erhalten haben. Das 
kénnte ihnen entgangen sein, da sie die Fliissigkeit auf dem Wasserbad 
destillierten und den Nachweis des Aldehydes im Destillat durch Reduktion 
von ammoniakalischer Silbernitratlésung fihrten. 

Ahnlich wird Aceton in Alkohol reduziert, unter gleichzeitiger Bildung 
von Acetaldehyd.?) 

Man wird auch bei der Bestrahlung der Brenztraubensiure in absolut 
alkoholischer Lésung neben der Decarboxylierung eine Reduktion der Siure 
und eine entsprechende Dehydrierung des Alkohols annehmen miissen, Es 
wire interessant zu wissen, was aus der Brenztraubensiiure entsteht. 

Da die Beantwortung dieser und mancher anderer Fragen von rein 
photochemischem Interesse von dem hier zu erérternden Problem zu weit 
abfiihren wiirde, habe ich sie zuriickgestellt und werde sie in einem anderen 
Zusammenhang spiiter wieder aufgreifen. 


Ks ist noch zu bemerken, daB die Bestrahlung der Brenz- 
traubensiure in alkoholischer Lésung meistens mit ungefiltertem 
Licht ausgefihrt wurde. Doch ergibt sich auch hinter Acetonfilter 
grundsitzlich dasselbe Bild. 


1) B, 40, 2418 (1917). 
2) Ciamician, B. 44, 1282 (1911). 
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Auch in 1 m-Acetonlésung wird Brenztraubensiure de- 
carboxyliert, gleichfalls wieder langsamer als in Wasser. Acetoin 
wird nicht gebildet. Es ist allerdings zu beriicksichtigen, daB es 
ohne besondere Schwierigkeiten unméglich ist unter diesen Be- 
dingungen 2—3 mg Acetoin zu erfassen, da man wegen des Acetons 
einen groBen Uberschu8 von Hydroxylamin und Natriumacetat an- 
wenden mu und hierbei 2—3 mg Acetoin nicht mehr als Nickel- 
salz ausfallen, wie sich im Kontrollversuch zeigen lieB. Es ist 
also bei der Belichtung in acetonischer Lésung entweder gar kein 
Acetoin entstanden oder sehr wenig. Daf Aceton im Ultraviolett 
absorbiert, spielt keine Rolle, da die Absorption der Brenztrauben- 
siiure an anderer Stelle stattfindet, wenigstens soweit sie fiir die 
Decarboxylierung maBgebend ist. Man kann ja die Spaltung auch 
mit acetongefiltertem Licht durchfiihren, wie oftmals erwihnt. 

Bei der Belichtung von 1 m-Brenztraubensiiure in Chloro- 
formliésung erfolgt, ihnlich wie in den bisher beschriebenen Ver- 
suchen mit anderen Lésungsmitteln, langsame Abspaltung von 
Kohlensiiure. Acetoin wurde nicht gebildet. Auch hier gehen 
noch andere Vorgiinge auBer der Decarboxylierung der Brenz- 
traubensiiure vor sich, Es scheiden sich Krystalle ab, die nach 
dem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 155—160° unter Zer- 
setzung schmelzen. Die Verbindung enthielt noch Spuren Chlor, 
ist aber sicher durch weitere Reinigung chlorfrei zu erhalten. Sie 
mu8 noch niiher untersucht werden. 

Ks ist zweifelhaft, worauf die schlechtere Decarboxylierbarkeit 
der Brenztraubensiure in nichtwiBrigem Medium zurickzufiihren 
ist. Man kann daran denken, dab die physikalischen Eigen- 
schaften des Mediums von Einflu8 sind, vielleicht spielt auch die 
Tatsache eine gewisse Rolle, da Nebenreaktionen stattfinden, 
die in Wasser nicht auftreten. SchlieBlich wire es méglich, daB 
die Decarboxylierung eine Photohydrolyse darstellt. Dazu wiirde 
gut passen, da8 in absolutem Alkohol die Spaltung am lang- 
samsten verliuft, wihrend in Brenztraubenséure allein oder in 
acetonischer Lésung etwas mehr Kohlensiiure entsteht. Das Aceton 
war nicht absolut, die Brenztraubensiiure, die durch gelindes Er- 
wirmen der bei 3° aufbewahrten Krystalle verfliissigt und dann 
abgewogen wurde, konnte etwas Wasser angezogen haben. Durch 
Versuche bei absolutem AusschluB von Feuchtigkeit miiBte sich 
entscheiden lassen, ob die letzte Vermutung die richtige ist. Ich 
habe das vorliufig unterlassen, da auch diese Frage fir das 
,Carboligase-Problem ohne jedes Interesse ist. Es darf erwihnt 
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werden, daB bei der Belichtung des Acetons die Verhiiltnisse 
ihnlich liegen. D. Berthelot’) gibt an, daB bei Bestrahlung an 
der Quarzlampe Aceton in wiBriger Liésung zu Essigsiiure und 
Methan hydrolysiert wird, wobei allerdings noch als zweite Reak- 
tion die Spaltung in Athan und Kohlenoxyd stattfindet. Belichtet 
man aber Aceton in Substanz, so tritt diese Photolyse in den 
Vordergrund, wihrend die Hydrolyse zuriicktritt. 

In Hinblick auf das Carboligase-Problem ist allein wichtig, 
daB die Ausbeute an Acetoin am gréBten ist in wiBriger Liésung, 
wihrend in Brenztraubensiure ohne Zusatz eines Lisungsmittels 
die Ausbeute wesentlich geringer wird und in Aceton, Chloroform 
oder Alkohol iiberhaupt kein Acetoin gebildet wird. Diese Tat- 
sache ist wichtig fiir die Deutung von Versuchen, die im folgenden 
zu beschreiben sind. 


3. Andere Decarboxylierungsreaktionen. 

Gegen die Behauptung, daB der bei der Bestrahlung der 
Brenztraubensiure nascierende Acetaldehyd von selbst in Acetoin 
iibergeht, da von den gefilterten Lichtstrahlen Acetaldehyd nicht 
verindert wird, kann man einwenden, der nascierende Acetaldehyd 
besitze vielleicht eine andere Absorptionskurve als der stabile. 
Gegen eine solche Annahme spricht verschiedenes, sie ist sehr 
unwahrscheinlich, auBerdem kaum experimentell zu kliren. 

Es war auf jeden Fall wiinschenswert, die bekannten De- 
carboxylierungsreaktionen in bezug auf die Bildung von Acetoin 
zu untersuchen. Es ist nicht unbedingt zu erwarten, dai bei 
jeglicher Spaltung der Brenztraubensiiure in Kohlensiure und 
Acetaldehyd Acetoin auftreten muB. Hier kénnen noch mancherlei 
Umstiinde von Bedeutung sein, wie sich zeigen lieb. Man hat 
beispielsweise immer die Kinwirkung der Substanzen, welche die 
Decarboxylierung bewirken, auf das eventuell entstehende Acetoin 
zu beriicksichtigen, Beim Bestrahlungsversuch dagegen li8t sich 
eine sekundire Verinderung des gebildeten Acetoins durch das 
Licht leicht vermeiden, da gefiltertes langwelliges Licht zwar die 
Brenztraubensiiure decarboxyliert, aber das Acetoin vdllig un- 
versehrt laBt. 

Brenztraubensiure wird nach Beilstein und Wiegand?) 
durch Erhitzen mit verdinnter Schwefelsiure im Bomben- 
rohr auf 150° in Acetaldehyd und Kohlensiure gespalten. 


1) CG. r. Acad. Sei. 151, 478 (1910); 155, 207 (1912). 
*) Ber. chem. Ges. 17, 840 (1884). 
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Ich erhitzte 2ccm Brenztraubensiiure mit 12 ccm 2 n-Schwefel- 
siure 3 bzw. 5 Stunden auf die vorgeschriebene Temperatur, in 
einem weiteren Versuch wurde 1 ccm Acetaldehyd zugesetzt, um 
den entstehenden Aldehyd abzufangen. Acetoin lieB sich nicht 
nachweisen, die Flissigkeit war stark verharzt. Erhitzt man 0,6 g 
Acetoin mit einigen Kubikzentimetern Schwefelsiure unter den- 
selben Bedingungen 5 Stunden, so findet man nur 70 mg Acetoin 
wieder, das sind 11°/. 

Ks ist sehr wohl méglich, daB bei der Decarboxylierung mit 
Schwefelsiiure zuniichst Acetoin entstanden ist, das dann unter 
dem EinfluB der Versuchsbedingungen zerstért wurde. 

Nach E. Miller und J. Miller’) laBt sich waBrige Brenz- 
traubensiiure beim Erhitzen mit fein verteiltem Osmium auf 
dem siedenden Wasserbad spalten. Bei der Untersuchung dieser 
Reaktion zeigte sich, daB auch bei Zusatz von Acetaldehyd kein 
Acetoin nachzuweisen ist. Auch hier liBt sich feststellen, daB 
Acetoin unter den Reaktionsbedingungen weitgehend veriindert 
wird. Es kann also auch bei diesen Versuchen zuniachst Acetoin 
aufgetreten sein, das sekundir zerstért wurde. 

In diesem Zusammenhang sollen Versuche erwihnt werden, 
die mich schon vor langerer Zeit beschiftigten. Ich ging von 
der Vorstellung aus, daB bei der Spaltung von Oxalessigsiure 
mittels Siuren neben den bekannten Reaktionsprodukten Kohlen- 
siure und Brenztraubensiure zu einem geringen Bruchteil Acet- 
aldehyd gebildet werden kénnte. In der Tat ergab sich in einer 
Reihe von Versuchen, daB bei Zusatz von Acetaldehyd die Spal- 
tung der Oxalessigsiure in siedender 2n-Schwefelsiure etwas 
Acetoin lieferte. Fir das Ergebnis war es gleichgiiltig, ob man 
die cis- oder trans-Form der Oxalessigsiure verwendete. In 
siedender wiBriger Lésung oder mit Osmium wurde kein Acetoin 
gebildet. Ich habe in der Folgezeit diese Versuche wiederholt, 
ohne jemals das positive Ergebnis der friiheren Versuche repro- 
duzieren zu kénnen. Ich teile sie deshalb nur in diesem Zu- 
sammenhang mit anderen negativen Versuchen mit. Auch unter 
diesen Bedingungen kann eine Zerstérung des Acetoins stattfinden, 
wie sich zeigen liBt. 

An dieser Stelle méchte ich kurz erwahnen, daB bei einigen 
Orientierungsversuchen mit Iminobrenztraubensaure Acetoin 
erhalten werden konnte, wenn man die Sdure direkt der Destil- 


') Z. f. Elektrochem. 31, 45 (1925). 
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lation mit Ferrichlorid unterwirft. Es ist darauf hinzuweisen, dab 
Béttinger’) beim Destillieren der Iminosiiure, die nur in un- 
reinem Zustande zu erhalten ist, Acetaldehyd fand und neuer- 
dings Wieland?) bei der Decarboxylierung der Siure mittels 
Kohle Acetaldehyd nachwies. Ich betone, daB meine Versuche 
mit der Iminobrenztraubensiiure vorliufige sind. 

Vor kurzem hat Boklund‘) angegeben, daB wiBrige n/,,- 
Brenztraubensaiure mit gleicher Menge einer n/,,-Anilinlésung bei 
37° Kohlensiure und Acetaldehyd bildet. Statt des Anilins soll 
man auch Aminosiiuren verwenden kiénnen. Leider sind die An- 
gaben nicht vollstiindig, doch scheint die Spaltung nur sehr lang- 
sam zu verlaufen. Sobald eine genaue Beschreibung der Einzel- 
heiten der Versuche vorliegt, soll auch hier auf Acetoin gepriift 
werden. 

Simon‘) fand vor langer Zeit, daB das Anil der Phenyl- 
glyoxylsiure beim Erhitzen in Kohlensiure und Benzalanilin zer- 
fillt. Bouveault®) gewann auf diesem Wege die niichst niederen 
Aldehyde der a-Ketosiuren. Nun haben neuerdings in einer 
interessanten Arbeit Langenbeck und Hutschenreuter®) diese 
Reaktion untersucht und erkannt, daB sie katalytisch verliuft, 
wenn man mit einem Uberschu8 von Phenylglyoxylsiure arbeitet. 
Der Vorgang wird von den Autoren so gedeutet: 


— | + CO, 
N—C,H, N-C,H, 
(,H,—CH C,H,—CHO + C,H,—C—COOH 


| +C,H;—CO—COOH <-> 
N—C,Hs N—C,H; 
Der eigentliche Katalysator ist das Benzalanilin, da es sich 
mit Phenylglyoxylsiure wieder zu Benzaldehyd und dem Anil der 
Siure umsetzt. Langenbeck und Hutschenreuter konnten 
zeigen, daB die Decarboxylierung der Ketosiuren noch besser 
verliuft, wenn man e@-Aminosiuren beniitzt. Bei einer Tempe- 
ratur von 137° setzt 1 Mol Anilin, das in die Reaktion eingeht, 
3 Mole Phenylglyoxylsiure um, 1 Mol Phenylamino-essigsiure 
dagegen 13 Mole in der gleichen Zeit. 





1) Liebigs Ann. 208, 135 (1881). 

*) Liebigs Ann. 439, 202 (1924). 

5) Biochem. Z. 226, 56 (1930). 

4) Ann. chim. phys. (7), 9, 517 (1896). 
5) C. r. Acad. Sci. 122, 1543 (1896). 
*) Z. anorg. allg. Chem. 188, 1 (1930). 
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Langenbeck zeigte, daB auch Brenztraubensiure mittels 
Aminosiuren sehr gut zu decarboxylieren ist. Die Reaktion ver- 
lauft schon bei 100° geniigend rasch. Als Nebenreaktion findet 
teilweise eine Dehydrierung der Aminosiiure statt. Bei Verwen- 
dung von Alanin tritt etwas Acetaldehyd, von Phenylamino-essig- 
siiure Benzaldehyd auf. Bei Zusatz von Wasser wird die Decar- 
boxylierung gehemmt, so daB in 50°/, iger wiBriger Brenztrauben- 
siure bei 100° kaum noch eine Reaktion erfolgt. Angesichts 
dieser Tatsache ist es merkwiirdig, daB Anilin wiBrige Brenz- 
traubensiiure zerlegen soll, wie oben erwihnt wurde. 


Die Bildung von Acetoin bei der Decarboxylierung 
der Brenztraubensiure mittels Aminosa&uren (Tab. 3), 


Die Decarboxylierung der Brenztraubensiure mittels Alanin 
geht ziemlich schnell vor sich. Langenbeck erhielt nach 1 stiin- 
digem Erhitzen auf 100° etwa 80 mg Acetaldehyd, ausgehend von 
1 g Brenztraubensiure und 0,1 g Alanin. 

Ich folgte bei meinen Versuchen der Vorschrift Langen- 
becks. 1,3 g Brenztraubensiure wurden mit 0,1 g Alanin auf 
dem siedenden Wasserbad erhitzt. Es li8t sich die Bildung von 
Acetoin nachweisen, Nach 20 Minuten waren 5 mg, nach 
30 Minuten 11 mg, nach 60 Minuten 6 mg Acetoin entstanden. 
Bei Zusaiz von Acetaldehyd waren nach 6U Minuten 17 mg Acet- 
oin vorhanden, die Ausbeute also vermehrt. DaB die Menge des 
Acetoins mit lingerem Erhitzen kaum mehr zunimmt, legt den 
Gedanken nahe,:daB bei Langsamerwerden der Decarboxylierung 
die Zerstérung des Acetoins iiberhand nimmt. Jedenfalls wird 
Acetoin unter den Versuchsbedingungen vernichtet. Setzt man 
50 mg einem Ansatz zu, so werden nach 60 Minuten nur noch 
40 mg wiedergefunden. 

DaB der Acetaldehyd, der das Acetoin liefert, mindestens zum 
Teil aus der Brenztraubensiiure stammt, liBt sich dadurch be- 
weisen, da8 man auch bei Verwendung von Phenylamino-essig- 
siure (statt Alanin) Acetoin erhilt. Hier entsteht ja durch De- 
hydrierung des Katalysators Benzaldehyd. 

Zur Frage der Ausbeute ist einiges zu bemerken. Ich habe 
die Menge des entstehenden Acetaldehydes nicht gemessen, die 
der Kohlensiiure nur in wenigen Ansiitzen. Man kann schitzungs- 

weise mit einer Ausbeute an Acetoin von 5—10°/, der umgesetzten 
Brenztraubenséure rechnen. Das ist betrichtlich weniger als bei 
der Belichtung. Der Grund dafiir mag in verschiedenen Umstanden 
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liegen. Einmal befindet sich ein Teil des entstehenden Aldehydes 
bei der Versuchstemperatur im Dampfraum und ist so fiir das 
Abtangen des nascierenden Acetaldehydes ungeeignet. In der 
Hauptsache aber wird die niedrige Ausbeute durch den Ablauf 
der Reaktion im nichtwiBrigen Medium bedingt sein, wie aus den 
Bestrahlungsversuchen schon hervorgeht und weiterhin noch aus 
den folgenden Versuchen ersichtlich wird. 


KinfluB verschiedener Lésungsmittel. 


Langenbeck hat die Spaltung der Phenylglyoxylsiure mit 
Aminosiuren bei Zusatz von Gallensiiuren, Sterinen und einigen 
anderen Substanzen wie Acenaphten und Benzoesiiure oder Cyclo- 
hexanol untersucht und gefunden, dab die hydroxylhaltigen Stoffe 
die Reaktion beschleunigen. Die Spaltung der Brenztraubensiure 
scheint er nicht in Lésungsmitteln vorgenommen zu haben. 

Ich wihlte als Lésungsmittel Alkohol, Aceton, Chloroform 
und Dioxan, von denen die ersten drei auch bei den Bestrahlungs- 
versuchen verwendet wurden. ‘Teilweise wurden die Versuche bei 
der Siedetemperatur der betreffenden Lésungsmittel durchgefihrt, 
also etwa 60—80°, teils bei 34°. Die Decarboxylierung verliuft 
auch bei diesen niedrigen Temperaturen noch recht gut, bei 34° 
allerdings sehr langsam. 

Grundsatzlich erfolgte die Bestimmung des entstandenen 
Acetaldehydes nur in der erkalteten Liésung. Was waihrend der 
Reaktion durch den Kiihler verloren geht, wurde absichtlich nicht 
beriicksichtigt, weil fiir die Acetoinbildung nur der in der Lisung 
vorhandene Anteil in Betracht kommt. 

20 ccm einer 0,5 m-Lésung von Brenztraubenséure in ab- 
solutem siedenden Alkohol wurden mit Alanin oder Phenyl- 
amino-essigsiure erhitzt. Nach 2—3 Stunden waren 70— 100 mg 
Acetaldehyd in Form des Acetals gebildet. Acetaldehyd als 
solcher war nicht anwesend. Die Bestimmungsmethode ist oben 
geschildert worden. Acetoin war nicht nachzuweisen. Ein gleicher 
Ansatz ergab bei 30° in 7 Tagen 22 mg Acetaldehyd (als Acetal) 
und ebenfalls kein Acetoin. 3 ccm einer 2 m-Lésung lieferten bei 
der gleichen Temperatur in 10 Tagen 6 mg Aldehyd (Acetal), kein 
Acetoin. 

Die Verhiltnisse sind dieselben, wie bei der Belichtung der 
Brenztraubensdure in absolutem Alkohol. Der entstehende AI- 
dehyd bildet mit dem im Uberschu8 vorhandenen Alkohol Acetal 
und infolgedessen kann Acetoin nicht entstehen, da der nascierende 
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Aldehyd keinen Aldehyd vorfindet, mit dem er Acetoin bilden 
kénnte. Der Alkohol wirkt als Abfangmittel fiir den entstehenden 
Acetaldehyd, ahnlich wie Sulfit bei der Girung. 

In Aceton als Lésungsmittel vermeidet man diese Kompli- 
kation. 10 ccm einer 0,5 m-Lésung von Brenztraubensiure wurden 
mit Alanin 2'/, Stunden zum Sieden erhitzt. Es lieBen sich 24 mg 
Acetaldehyd nachweisen, dagegen kein Acetoin. 3 ccm 1,5 m- 
Lésung bildeten bei 34° in 2 bzw. 7 Tagen 22 bzw. 30 mg Acet- 
aldehyd und gleichfalls kein Acetoin. Dagegen entstand Acetoin, 
als 5 ccm einer 3 m-Lésung 2 Stunden zum Sieden erhitzt wurden, 
in einer Menge von 5,5 mg. 

In Chloroform wurden ganz ihnliche Ergebnisse erhalten. 
20 ccm einer 0,75 m-Lésung von Brenztraubensiure wurden mit 
Alanin 2 Stunden zum Kochen erhitzt. Obgleich 103 mg Acet- 
aldehyd entstanden waren, ist kein Acetoin gebildet worden. In 
5 ccm 38 m-Lésung waren aber nach gleicher Zeit 84 mg Acet- 
aldehyd und 5 mg Acetoin nachweisbar, das sind 6°/, der um- 
gesetzten Brenztraubensiure. BeiSpaltung von 6 m-Lésung mittels 
Phenylamino-essigsiure war das Resultat ahnlich. 

20 ccm einer 0,5 m-Brenztraubensiurelésung in Dioxan 
lieferten nach 3 stiindigem Sieden 170 mg Acetaldehyd, ohne Ace- 
toin zu bilden. Zu beriicksichtigen ist hierbei, daB Dioxan ohne 
Aminosiure mit Brenztraubenséure erhitzt auch Acetaldehyd er- 
gibt, allerdings in geringerer Menge, die im vorliegenden Versuch 
abgezogen ist. 

Was ergibt‘ sich aus diesen Versuchen? ‘Trotz reichlicher 
Bildung von Acetaldehyd tritt in den verwendeten Lésungsmitteln 
bei gréBerer Verdiinnung gar kein Acetoin auf, bei gréBerer Kon- 
zentration Acetoin in geringer Menge, einer Ausbeute von einigen 
Prozent der umgesetzten Brenztraubensiure entsprechend. Diese 
Ausbeute ist vergleichbar derjenigen, die man bei der Decarboxy- 
lierung der Ketosiure ohne weiteren Zusatz findet. Die Kon- 
zentration des entstehenden Acetaldehydes spielt also eine Rolle, 
ihnlich wie bei den Hefeversuchen (vgl. 3. Mitteilung), Anderer- 
seits wird aber bei Konzentrationen des Acetaldehydes, die bei den 
Bestrahlungsversuchen in Wasser zu einer ausgezeichneten Bildung 
von Acetoin fiihren, noch kein Acetoin gebildet, wenn man die 
Belichtung oder die Decarboxylierung mittels Aminosiuren im 
nichtwiBrigen Medium vornimmt. Diese Tatsache darf man viel- 
leicht so ausdriicken, daB man sagt, der nascierende Acetaldehyd 
hat in verschiedenen Medien verschiedene Lebensdauer, in nicht- 
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wiBrigen Lésungsmitteln eine kirzere als in Wasser. Ist dem so, 
dann miBte man eigentlich an einen Zusammenhang mit physi- 
kalischen Eigenschaften der in Betracht kommenden Medien denken. 
Betrachtet man z. B. die Dielektrizitiitskonstanten, so betriigt die 
des Acetons 21, die des Chloroforms 4—5, wihrend Wasser der 
Wert 80 zukommt. Tatsichlich ist die Ausbeute in Wasser am 
groBten, in Aceton geringer, am kleinsten ist sie aber in Chloro- 
form (vgl. Versuche 9 und 14, Tab. 4). DaB die Dielektrizitits- 
konstante von HinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit sein kann, 
ist bekannt. Ich halte es aber nicht fiir ausgeschlossen, daB die 
Abwesenheit von Wasser an der schlechten Acetoinausbeute schuld 
ist. Das miBte sich entscheiden lassen bei Durchfiihrung der 
Versuche in absolut wasserfreien Loésungsmitteln. Ich méchte 
mich zunachst nicht auf eine Erklirung festlegen, sondern die 
Tatsache einwandfrei feststellen, daB die Acetoinbildung in 
nichtwaBrigen Medien mit schlechterer Ausbeute verliiuft als in 
Wasser. | 

Nur nebenbei sei darauf hingewiesen, daB die Decarboxylierung 
der Brenztraubensiure mittels Aminosiuren nach Langenbeck 
am besten bei Wasserausschlu8 vor sich geht, wihrend die De- 
carboxylierung durch Einwirkung des Lichtes umgekehrt in wiB- 
riger Lésung am raschesten verliuft. Im Gegensatz dazu ist fiir 
die Entstehung des Acetoins Wasser in beiden Fillen das beste 
Medium. 

Ks ist bemerkenswert, daB Langenbeck bei seinen Versuchen 
auch eine acyloinartige Verkniipfung beobachtet hat. Er hat 
in seiner obenerwahnten 4. Mitteilung iiber organische Katalysatoren 
angegeben, da bei der Zersetzung des phenylglyoxylsauren Anilins 
auBer Benzalanilin ein Kérper in geringer Menge auftritt, dessen 
Konstitution neuerdings von ihm aufgeklirt werden konnte.') Danach 
handelt es sich um ein Imidazolderivat, das auf folgendem Wege 
entstanden ist: 


2 so ~~. H,C,—C iene 
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1) Liebigs Ann. 485, 54 (1931). 
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Beweisen lieB sich diese Auffassung dadurch, daB es gelang, den 
fraglichen Kérper auch aus Benzoin-anil-anilid und Benzaldehyd 
beim Erhitzen zu gewinnen. 

Das erste Stadium dieser Reaktion, die Bildung des Benzoin- 
derivates, liBt sich nach Langenbeck durch Erhitzen von Benzal- 
anilin allein nicht bewerkstelligen. Bei der Decarboxylierung des 
Anils der Phenylglyoxylsiure entsteht ,,nascierendes“ Benzal- 
anilin, das zu einem geringen Bruchteil mit stabilem Benzalanilin 
unter Bildung des Benzoin-anil-anilids reagiert. Das ist prinzipiell 
derselbe Verlauf wie bei der Bildung des Acetoins. DaB die 
Reaktion nur in geringem Umfange abliuft, kann man nach den 
Ergebnissen meiner Versuche wohl zum Teil auf den EKinfluB des 
Mediums zuriickfihren. 

Zum Schlusse sei noch auf einen Versuch von Neuberg 
eingegangen. Neuberg hat in seiner Ofters zitierten Abhandlung’) 
auf die Dissertation von Claussner?’) hingewiesen, in der angegeben 
wird, dab man Brenztraubensiure in absolut alkoholischer 
Lésung mit geringen Mengen Anilin decarboxylieren kann. 
Wie Neuberg mit Recht schreibt, war zu vermuten, daB bei 
diesem Vorgang eine labile Aldehydform entstehe. Trotz Anderung 
der Reaktionsbedingungen konnte aber Neuberg keine Bildung 
von Acetoin feststellen. 

Ks ist vor allen Dingen wichtig zu wissen, in welchem Aus- 
maBe die Spaltung stattfindet. Neuberg hat leider nicht angegeben, 
wieviel Kohlensiiure bzw. Acetaldehyd bei diesen Versuchen gebildet 
wurde. Claussner schreibt nur, daf Kohlensiure auftritt, ohne 
Zahlen zu nennen. Allerdings hat er auch die Spaltung der 
Oxalessigsiiure mittels Anilin untersucht und hier gefunden, dab 
soviel Kohlensiure entsteht, daB die Spaltung weiter als bis zur 
Brenztraubensiure gegangen sein mus. 0,1 g Oxalessigsiiure in 
10 ccm absolutem Alkohol lieferten nach 6 Stunden bei 30° 58 mg 
Kohlensiiure. Wire die Spaltung nur in Kohlensiure und Brenz- 
traubensiiure erfolgt, so hitten 33 mg Gas gebildet werden kénnen. 
Claussner schreibt aber zu diesem Befund: ,,auf eine exakte 
Wiederholung wurde verzichtet“. 

Man sieht, daB diese Versuche in engem Zusammenhang mit 
den oben genau geschilderten Reaktionen stehen, die Brenztrauben- 
siure mittels Aminosiiuren zu decarboxylieren. Langenbeck hat 
bei der Untersuchung der Spaltung der Phenylglyoxylsiure an- 


1) Biochem. Z. 225, 239 (1930). *) Dissertation, Danzig 1907, 8S. 43. 
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gegeben, daB Amine wie die Aminosiuren, nur schwicher, wirksam 
sind. Wenn man sich ins Gedichtnis zuriickruft, daB beim Er- 
hitzen von Brenztraubensiure mit Aminosduren in absolutem Alkohol 
Acetal in groBen Mengen entsteht, ohne daB Acetoin gebildet wird, 
so ist dasselbe Ergebnis auch bei der Decarboxylierung mittels 
Anilin in Alkohol zu erwarten. Es ist also ohne weiteres klar, 
warum sich bei dieser Reaktion kein Acetoin nachweisen 1liBt. 
Auch bei den Versuchen nach Claussner wird der entstehende 
Acetaldehyd mit dem Alkohol Acetal liefern. Anderseits konnte 
man nach den Befunden Langenbecks damit rechnen, dab die 
Spaltung mit Anilin langsamer verliuft als die mittels Aminosiuren. 

Obwohl die Sachlage mithin véllig geklirt ist, habe ich doch 
das Verhalten von Brenztraubensiure und Oxalessigsiure (beider 
Formen) in dieser Hinsicht gepriift. 

Die Ansitze bestanden aus 20—50 ccm einer etwa 0,15 m- 
Liésung von Brenztraubensiure in absolutem Alkohol, wozu 10°/, 
einer alkoholischen Anilinlésung (1: 10000) gefiigt wurden. Sowohl 
bei 1-stiindigem Erhitzen auf dem siedenden Wasserbad, wie nach 
ein- bis mehrtigigem Stehen bei 18 bzw. 30° wurde niemals 
Acetoin gebildet. Ich stellte aber auch fest, daB Kohlensiure 
und Acetaldehyd (bzw. Acetal) stets nur in Spuren auftraten. Die 
geringen Mengen Aldehyd konnten nur mit der sehr empfindlichen 
Fuchsin—Schwefligsiure-Probe nachgewiesen werden, mit Dimedon 
entstand kein Niederschlag. 

Das gleiche gilt auch fiir die Versuche mit Oxalessigsiure. 
Ich fand nicht mehr Gas, als der Spaltung in Brenztraubensaure 
und Kohlensiure entspricht. 

Selbst wenn es anderen Autoren gelingt, die Decarboxylierung 
der Brenztraubensiure in Alkohol mittels Anilin in merklichem 
Umfang durchzufiihren, wird sich Acetoin nicht nachweisen lassen, 
da es sich unter diesen Bedingungen nicht bilden kann, wie aus- 
gefiihrt worden ist. 

Zusammenfassend ist zu sagen, daB nicht bei allen De- 
carboxylierungsreaktionen der Brenztraubensiure Acetoin gebildet 
wird. Die Entstehung des Acetoins ist abhaingig von der Art 
des Mediums, in welchem der nascierende Acetaldehyd auftritt. 
Der Ubergang dieses Aldehydes in Acetoin erfolgt am besten in 
wiBriger Lésung. Im nichtwiBrigen Medium wird Acetoin, soweit 
dies untersucht worden ist, nur gebildet, wenn eine gewisse 
Mindestkonzentration des Aldehydes bei der Spaltung erreicht 
wird. Diese Grenzkonzentration ist offenbar bei verschiedenen 
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Lésungsmitteln verschieden groB. Bei fast allen untersuchten 
Vorgiingen liBt sich auBerdem nachweisen, daB unter den Ver- 
suchsbedingungen Acetoin in mehr oder weniger groBem Umfang 
zerstért wird. Es ist sehr wahrscheinlich, daB in manchen Fallen 
das Fehlen der Acetoinbildung auf diese Tatsache zuriickzufihren 
ist. AuBerdem besteht die Méglichkeit, daB der entstehende 
Acetaldehyd von einem Stoff des Reaktionssystems abgefangen 
wird, wie bei der Decarboxylierung von Brenztraubensiure mittels 
Aminosiuren in absolutem Alkohol (auch bei der Bestrahlung) 
gezeigt werden konnte. 

Die Einfliisse, von denen die Bildung des Acetoins 
abhangig ist, sind also mannigfaltiger Art. Es ist not- 
wendig, wenn man aus dem Fehlen von Acetoin bei 
irgendwelchen Decarboxylierungsreaktionen Schlisse 
ziehen will, auf diese Umstinde zu achten, um so mehr 
als es nicht sicher ist, daB alle Bedingungen erkannt 
sind. 

Hines geht aus alledem klar hervor. Die Decarboxylierung 
der Brenztraubensdure durch Bestrahlung liefert die beste Acetoin- 
ausbeute, sie betragt rund 100°/,. Sie ist der Vorgang, der trotz 
aller Einwinde mit der phytochemischen Spaltung am _ besten 
verglichen werden kann. In beiden Fallen geht die Reaktion in 
wibriger Lisung bei gewohnlicher Temperatur vor sich und das 
entstehende Acetoin ist vor weiterer EKinwirkung geschiitzt. Der 
einzige Unterschied ist, daB bei der photochemischen Decarboxy- 
lierung die Ausbeute an Acetoin noch besser ist als bei der 
phytochemischen. DaB bei Giarung mit frischer Hefe optisch 
aktives Acyloin gebildet wird, mit Macerationssaft und bei der 
Belichtung aber der Racemké6rper, sei nochmals erwiahnt. 


Bei einem Teil der Versuche unterstiitzte mich Herr Dr. 
H. Eyer, dem ich dafiir bestens danke. 


B. Versuche. 


1. Bestimmung von Acetaldehyd und Acetal nebeneinander. 


1. 16,6 mg Acetaldehyd-diathylacetal in 20 com Wasser werden 
mit einem Tropfen schwachem Alkali versetzt und 7 ccm Di- 
medonlésung (2,5 g in 100 ccm n/5-Sodalésung) zugegeben. Nach 
45 Minuten werden 20 ccm Wasser und 10 ccm n/10-Essigsaure, 
sowie 4 ccm n-Kochsalzlésung zugesetzt. Der Zusatz von Wasser 
ist nétig, damit bei Abwesenheit von Acetaldehyd in der Lésung 
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nicht beim Ansiuern unverbrauchtes Dimedon ausfallt. Kochsalz 
wurde in diesem Versuch nur zugefiigt, weil im zugehdérigen Ver- 
such 2 infolge des Ansiuerns und Alkalisierens Salz entstand und 
gezeigt werden sollte, daS dieses keinen Effekt ausiibt. Nach 
24 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur war die Lisung noch 
vollkommen klar. Dann begann allmahlich eine Abscheidung von 
schén ausgebildeten Kristallen des Acetaldomedons. 


2. 16,6 mg Acetal in 20cm Wasser werden mit einem Tropfen 
schwachem Alkali versetzt, dann zur Spaltung des Acetals in 
Acetaldehyd 2 ccm 2 n-Salzsiiure zugegeben. Nach 15 Minuten 
wird mit 4 ccm n-Natronlauge neutralisiert und 7 ccm Dimedon- 
lésung zugefiigt. Nach 45 Minuten wird wie unter 1. mit Wasser 
verdiinnt und angesduert. Schon nach ganz kurzer Zeit tritt Fillung 
ein. Nach 24stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wird auf 
einem Glastiegel abgesaugt und nach Trocknen im Exsiccator ge- 
wogen. Es wurden 32,6 mg Aldomedon gefunden. 32,6 x 0,158 
= 5,2 mg Acetaldehyd. Das entspricht 14 mg Acetal. Mithin 
sind 84°/, des eingewogenen Acetals durch die Bestimmung er- 
faBt worden. [Der Faktor 0,158 setzt sich zusammen aus 0,144 
(stéchiometrischer Faktor) mal 1,1 (Ausbeutefaktor der Aldehyd- 
bestimmung, vgl. 2. Mitteilung).] 

Ich habe mit Acetal nicht geniigend viele Bestimmungsversuche 
ausgefiihrt, um die Ausbeute von 84°/, als einen genauen Mittel- 
wert bezeichnen zu kénnen. Aus diesem Grunde habe ich die 
spaiter bei den betreffenden Versuchen angegebenen Zahlen ebenso 
berechnet wie hier gezeigt worden ist, ohne weitere Korrektur. 
Die Genauigkeit ist fiir die zu behandelnden Fragen groB genug. 


2. Belichtung der Brenztraubensaure. 


Die Barytvorlagen fassen je 50 ccm einer n/20-Barytliésung. 
Die letzte Réhre ist an der offenen Seite durch ein Natronkalk- 
réhrchen vor dem Zutritt der Kohlensiure von auBen geschiitzt. 
In Leerversuchen iiberzeugte ich mich wiederholt, daB selbst tage- 
lange Durchstrémung der beschickten Apparatur, ohne Belich- 
tung, keine Abnahme des Titers der vorgelegten Barytlauge zur 
Folge hatte. | 

Jeder Versuchsansatz bestand aus etwa 1,5 ccm Brenztrauben- 
siurelésung von der jeweils angegebenen Konzentration. 
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Tabelle 1. 
. a manna ndsienieeeie 
Ver Inhalt : — —— | pre 
snthe. der erBrenz-| der Be- | xKonlen- | pret a 
N Filter- trauben- | lichtung ie | | in J der 
T. | kiivette | siure | in Stdn.| . ‘nme | 8°Spaltenen 
hn oS 8 Brenz- 
| traubensiure 
1 Wasser 5 20 — 25,2 _- 
2 - 5 23 40,0 33,0 83 
3 ” 1 5 12,4 11,6 94 
4 . 1 16 20,3 20,5 101 
5 1 17 83,0 30,0 91 
6 . 1 23 43,7 32,0 13 
7 ‘ 1 24 88,0 82,0 84 
. Aceton 1 20 16,0 16,0 . 100 
9 0,5 15 _- 15,1 _ 
10 0,2 21 5,6 5,4 96 




















a) In wiBriger Lésung (Tab. 1). 


In den Versuchen 4 und 5 wurde wahrend der Belichtung 
kein Stickstoff durchgeleitet, in den iibrigen Versuchen dagegen 
dauernd, in Nr.1 rascher als sonst. In Versuch Nr.2, 6, 8 waren 
je 2 Barytvorlagen angehangt, sonst je eine. 

DaB die Kohlensiuremengen auch bei ungefahr gleichen Ver- 
suchszeiten manchmal stark schwanken, hingt wahrscheinlich mit 
der wechselnden Belastung der vielbenutzten Lampe zusammen. 
Die Intensitit der Quecksilberlampe hat stark abgenommen, wie 
aus dem Vergleich mit den Ergebnissen der Versuche der 2. Mit- 
teilung zu ersehen ist, bei denen die gleiche Lichtquelle verwendet 
wurde. So wurde z. B. friiher gefunden, daB in 5 m-Lésung nach 
20 Stunden 190 mg Kohlensiure gebildet waren, wihrend jetzt 
etwa 40 mg entstanden sind (Tab. 1, Vers. 2). 


b) In nichtwiBrigem Medium (Tab. 2). 


Alle Versuche wurden mit ungefiltertem Licht bestrahlt mit 
Ausnahme von Versuch 3, bei dem ein Acetonfilter vorgeschaltet 
war. In Nr.9 und 11 wurde wihrend der Belichtung kein Stick- 
stoff durch die Apparatur geleitet, nur vor- und nachher, in den 
anderen Versuchen wihrend der ganzen Dauer der Reaktion. In 
der vorletzten Vertikalspalte ist die Menge Aldehyd angegeben, 
die aus dem zuniichst gebildeten Acetal durch Spaltung mit Salz- 
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Tabelle 2. 
; Konzen- i 
=e — Reaktionsprodukte 
Vee | Tone Lésungs- | der B aa | 
suchs- | der Brenz- 8 a © | Kohlen- Acet- | Aouad 
sheila mittel lichtung dime aldehyd | 4cetoin 
sae pre: in Stdn.] . aus Acetal) in mg 
siiure in mg in mg 
1 100 °/, i 18 1,1 a 0,3 
2 100 vn 39 a 2.0 
3 im Alkohol 20 710 | 14 0 
4 1 ” 24 4,0 25 0 
5 1 » 22 _ 21 — 
6 1 - 23 2,2 6 — 
7 1 ‘ 38 5,7 | 20 -- 
8 1 we 0 0 | oO 0 
9 1 Aceton 38 13,0 | aa 0 
10 1 Chloroform 88 11,0 _ 0 
11 1 . 36 23,0 | _ 0 




















siure entstanden ist. Der Ubersichtlichkeit halber wurde nicht 
auf Acetal umgerechnet. Wenn Kohlenséure und Acetaldehyd nur 
durch Decarboxylierung der Brenztraubensiure entstehen, miissen 
sie in gleichen Gewichtsteilen auftreten, da ihre Molekulargewichte 
gleich sind. Versuch 8 ist nicht bestrahlt worden, es wurde aber 
2 Tage lang Stickstoff durchgeleitet. In Versuch 10 ist die Kohlen- 
siuremenge geringer als in 11, da infolge des dauernden Stickstoft- 
stromes ein Teil des Chloroforms vertrieben wurde und sich so 
die bestrahlte Fliche verkleinerte. 


3. Die Bildung von Acetoin bei der Decarboxylierung 
der Brenztraubensaure mittels Aminosdauren. 


a) Ohne Zusatze (Tab. 3). 


Jeder Versuchsansatz bestand aus 1,3 g Brenztraubensiure und 
0,1 g Alanin bzw. 0,2 g Phenylamino-essigsiure; in allen Fiillen 
wurde auf dem siedenden Wasserbad unter RiickfluB erhitzt. Nach 
dem Erkalten wurde mit Wasser verdiinnt, neutralisiert und die 
Acetoinbestimmung vorgenommen. 

In Versuch 4 ist 0,5 com Acetaldehyd zugesetzt. Die Aus- 
beute an Acetoin ist erhéht. Aus den Versuchen 1—3 geht her- 
vor, daB die Ausbeute nach einiger Zeit nicht mehr zunimmt. Bei 
Verwendung von Phenylamino-essigsiure wird weniger Acetoin 
gebildet (Versuch 5 und 6). In Versuch 7 ist 50 mg Acetoin zu- 
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Tabelle 3. 
Ver- Vv ie ii Versuchs- = 
-suchs- erwendete Amino- Zusiitze dauer gu ones 
+ siure y : cetoin 
Nr. | a in Min. in mg 
1 Alanin — 20 5 
2 = -- 30 11 
3 ooo 60 6 
4 . 0,5cem Acetaldehyd 60 17 
5 Phenylamino-essigs. — 30 2 
6 al - 30 3 
7 Alanin 50 mg Acetoin 60 40 
8 m 2eem Wasser 60 0 














gesetzt, es werden nur 40 mg wiedergefunden. Versuch Nr. 8 zeigt, 
daB bei Zusatz von Wasser kein Acetoin entsteht; eine Folge der 
ausbleibenden Decarboxylierung. Es wire méglich gewesen, daf 
trotz schwiicherer Spaltung die prozentuale Acetoinausbeute steigt 
infolge der Anwesenheit des Wassers und so doch etwas Acetoin 
gebildet wird. Das ist aber nicht der Fall. 

Bei 34° angestellte Versuche haben selbst nach 10 Tagen 
kaum Acetaldehyd gebildet, ebensowenig Acetoin. 


b) Bei Zusatz von Liésungsmitteln (Tab. 4). 


Die Bestimmung des Acetaldehydes wurde immer mittels Di- 
medons vorgenommen. In den Versuchen 1—6 ist kein Acetaldehyd, 
sondern Acetal gebildet worden. In der Tabelle sind aber des 
besseren Vergleiches halber immer die Aldehydwerte angegeben. 


C. Zusammenfassung. 


Die friiheren Bestrahlungsversuche waren mit 5 m-wiBriger 
Brenztraubensiurelésung vorgenommen worden. Sie sind jetzt in 
1 m-Lésung wiederholt worden und in 0,2 m-Lésung wurde ein 
Orientierungsversuch angestellt. Die Ausbeute an Acetoin ist immer 
quantitativ. Bei der Vergarung von 0,2 m-Brenztraubensiure erreicht 
man die Bildung von 30—40°/, Acetoin, bezogen auf die um- 
gesetzte Menge Brenztraubensiure. Belichtet man Brenztrauben- 
siure ohne Zusatz eines Lésungsmittels, so verlauft die De- 
carboxylierung langsamer als in Wasser. AuBerdem sinkt die 
Acetoinausbeute auf 5—10°/,. Auch 1 m-Brenztraubensiureliésung 
in Aceton oder Chloroform spaltet bei Bestrahlung langsamer 
Kohlensiure ab, ohne Acetoin zu bilden. Das Fehlen der Acetoin- 
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104. Wilhelm Dirscherl, Nichtfermentative Acetoinbildung usw. 


bildung beruht nicht auf der geringen Spaltung der Séure, sondern 
ist durch die Art des Mediums bedingt. Belichtet man Brenz- 
traubensiure in absolutem Alkohol, so tritt Kohlenséure und 
Acetal auf. Acetoin wird nicht gefunden. Es kann nicht ent- 
stehen, denn der auftretende Acetaldehyd wird vom Alkohol 
abgefangen. 

Es wird eine Methode angegeben, Acetal und Acetaldehyd 
nebeneinander in Lésung zu bestimmen. 

Ferner wurden alte und neuere Decarboxylierungsmethoden 
in bezug auf die Bildung von Acetoin untersucht. Beim Erhitzen 
von Brenztraubensiure mit Schwefelsiure im Bombenrohr, oder 
mit Osmium, tritt bekanntlich Abspaltung von Kohlensaure ein. 
Acetoin ist nicht nachweisbar. Es kann aber sehr wohl primir 
entstanden sein, da sich zeigen laBt, da8 Acetoin unter den Versuchs- 
bedingungen in betrachtlicher Menge zerstért wird. 

Decarboxyliert man Brenztraubensiure mittels Aminosauren 
nach Langenbeck, so findet man unter den Reaktionsprodukten 
einige Prozent Acetoin. Es konnte gezeigt werden, daB die Spaltung 
auch in siedenden Lésungsmitteln wie Aceton, Chloroform, Dioxan 
ausgezeichnet verliuft. Acetoin entsteht nur, wenn man bei groBer 
Konzentration der Brenztraubensiure (3 m) arbeitet. In alkoho- 
lischer Lésung wird kein Acetoin gebildet, es tritt, wie im Be- 
lichtungsversuch, Acetal auf. 

Die Entstehung des Acetoins bei Decarboxylierung 
von Brenztraubensiure hangt ab von derArt desMediums, 
in dem sich die Reaktion abspielt, von der Konzentration 
des Aldehydes und ferner von der Méglichkeit einer 
sekundiren Verinderung des Aldehydes bzw. Acetoins. 











